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ABSTRAK
Nama : Annisa Zakiyah Darojat
NIM : 60300114029
Judul Skripsi :  Identifikasi  Molekular  Ikan  Gobi  (Famili  Gobiidae)  di
Sungai  Karama  Kabupaten  Mamuju  Sulawesi  Barat
Berdasarkan Gen COI Mitokondria
Ikan  penja  adalah  ikan  famili  Gobiidae  yang  menjadi  salah  satu  produk
perikanan  Mamuju.  Ikan  penja  dikenal  luas  oleh  masyarakat  lokal  namun  tidak
diketahui  nama  spesiesnya.  Penelitian  ini  menggunakan  metode kualitatif yang
bertujuan untuk mengetahui  spesies ikan penja berdasarkan gen COI mitokondria.
Hasil  penelitian menunjukkan bahwa  sampel g dan h memiliki  kemiripan dengan
spesies  Sicyopterus pugnans  dengan  E-value 0.0 dan  percentage of  identity 99%.
Kedua sampel tersebut juga menunjukkan jumlah  haplotype 2,  polymorphic site 7
bp, haplotype diversity 1,000, dan nucleotide diversity 0,00992. Kedua sampel ikan
tersebut  dikonfirmasi  sebagai  ikan  Gobi  dengan spesies  Sicyopterus  pugnans dan
memiliki keragaman genetik antar individu interspesies.
Kata kunci : Sicyopterus pugnans, COI mitokondria, Gobiidae dan Penja
ABSTRACT
Name : Annisa Zakiyah Darojat 
Student ID Number : 60300114029
Title :  Molecular  Identification of Gobies (Family Gobiidae) in
Karama River Mamuju Regency West Sulawesi Based on
COI Mitochondria 
Penja is Gobiidae family which become fishery commodity in Mamuju, West
Sulawesi.  Penja  is  well-known  by  local  people  while  the  scientific  name  is
unidentified. This study aims to identify Penja using  qualitative  method based on
COI mitochondria.  The result shows that sample g and h presented E-value 0.0 and
percentage of identity 99% which similar with  Sicyopterus pugnans. Both of them
also  indicate  number  of  haplotype  2,  polymorphic  site  7  bp, haplotype  diversity
1,000,  and  nucleotide diversity  0,00992.  Sample  g  and  h  are  confirmed  as
Sicyopterus pugnans with intraspecies genetic diversity. 
Keywords : Sicyopterus pugnans, COI mitochondria, Gobiidae and Penja
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BAB I 
PENDAHULUAN 
 
A. Latar Belakang 
Kekayaan alam yang terdiri atas berbagai macam makhluk hidup merupakan 
suatu hal yang patut untuk disyukuri. Hamparan lautan yang luas memberikan 
banyak manfaat bagi kehidupan, khususnya bagi kehidupan manusia. Maka sudah 
sepantasnya manusia mensyukuri nikmat yang luar biasa tersebut dengan tidak hanya 
mengucap syukur melalui lisan, tetapi juga melalui tindakan yaitu dengan menjaga 
kelestarian alam dan memanfaatkan sumber daya alam dengan bijaksana. 
Sehubungan dengan hal tersebut Allah berfirman dalam QS al-Nahl/16: 14. 
ََوُهَوَٱيِ
ذ
لَََّ َر ذخَسٱََر بحَ
ب
لََۡ
ْ
اوُِجر بخَت بَستَوَ اٗ يِرَطَ اٗم ب
َ
لََ ُهبنِمَ
ْ
اُولُك
ب
َأِلِ
َ ىََرتَوَ ۖ اَهَنوَُسب
ب
َلتَ ٗةَي
ب
لِحَ ُهبنِمٱََك
ب
لُف
ب
لََنِمَ
ْ
اوُغَتببَِلَِوَ ِهِيفَ َرِخاَوَم
َِِهل بَضفۦَوُرُك بَشتَ بمُكذلََعلَوََن١٤َ 
Terjemahnya: 
Dan Dialah yang menundukkan lautan (untukmu), agar kamu dapat memakan 
daging yang segar (ikan) darinya, dan (dari lautan itu) kamu mengeluarkan perhiasan 
yang kamu pakai. Kamu (juga) melihat perahu berlayar padanya, dan agar kamu 
mencari sebagian karunia-Nya, dan agar kamu bersyukur (Kementerian Agama RI, 
2015). 
Ayat di atas dijelaskan dalam tafsir Al-Azhar, “Dan Dialah yang 
menyediakan lautan supaya kamu makan daripadanya daging yang empuk”. Ayat ini 
memberikan perhatian kepada soal laut, dan terlebih dahulu soal ikan. Disebut 
keistimewaan dari daging ikan laut, yaitu empuknya, tidak pernah keras atau kejang 
atau  liat. Kata yang sedikit ini saja sudah dapat berlarut-larut kepada usaha 
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mempertinggi hasil ikan laut dan memperbaiki alat-alat penangkapannya. “Dan 
supaya kamu keluarkan daripadanya perhiasan yang akan kamu pakai dia”. Yaitu 
mutiara, marjan, giwang dari lokan dan karab. Itulah barang-barang mahal yang 
dihasilkan dari  lautan untuk manusia. “Dan engkau lihat kapal mengarungi 
padanya”. Alat pengangkutan penting yang telah ada di dunia sejak beribu-ribu tahun 
yang telah lalu, mengarungi lautan menghubungkan benua dengan benua, pulau 
dengan pulau, membawa pindah boyongan manusia dari benua  ke benua, sehingga 
ahli-ahli ilmu pertumbuhan bangsa-bangsa (Antropologi), ahli sejarah bangsa, ahli 
ilmu bumi dan lain-lain telah mencari hubungan di antara bangsa-bangsanya 
(Hamka, 1965). 
“Dan supaya kamu cari karunia-Nya dan supaya kamu bersyukur”. Dalam 
membicarakan lautan dan ikannya, mutiara dan marjan, dan kepentingan kapal, 
Tuhan di akhir ayat telah menganjurkan memakai kesempatan mencari karunia 
Tuhan dengan menggunakan kapal tersebut. Dalam ayat ini dinyatakan bahwa 
menjadi Muslim haruslah mempunyai keaktifan hidup. Mengembara, berlayar, 
berniaga, dan menjadi nelayan. Ujungnya ialah bersyukur kepada Tuhan (Hamka, 
1965). 
Ayat di atas juga dijelaskan dalam tafsir Ibnu Katsir, bahwasanya Allah swt. 
memberi kabar tentang pengendalian-Nya terhadap lautan yang menggebu-gebu 
dengan ombak, Allah memberi anugerah kepada hamba-Nya dengan menundukkan 
lautan, membuatnya mudah untuk mengarunginya, menciptakan ikan besar dan ikan 
kecil dalam lautan, menjadikan dagingnya halal; baik yang hidup maupun yang mati, 
ketika halal (diluar kegiatan haji dan umrah) atau ketika ihram, dan Allah memberi 
anugerah kepada hamba-Nya mutiara dan permata yang sangat berharga dalam 
lautan. Allah juga memudahkan hamba-Nya untuk mengeluarkan mutiara dan 
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permata tersebut dari tempatnya, sehingga menjadi perhiasan yang dapat dipakai 
hamba-Nya. Allah memberi anugerah kepada hamba-Nya dengan menundukkan 
lautan sehingga hamba-Nya dapat membawa perahu-perahu untuk mengarunginya. 
Selanjutnya Allah berfirman “Dan supaya kamu kamu mencari (keuntungan) dari 
karunia-Nya dan supaya kamu bersyukur”. Maksudnya, nikmat-nikmat-Nya dan 
kebaikan-kebaikan-Nya (Abdullah, 2003). 
Indonesia merupakan negara kepulauan dengan perkiraan luas wilayah 
perairan mencapai 5,8 juta km2 (Sulistiono, 2001). Perairan tersebut terdiri atas luas 
perairan kepulauan atau laut Nusantara (Total Archipelagic Waters) 2,3 juta km2, 
luas perairan teritorial (Total Territorial Waters) 0,8 juta km2, luas perairan ZEE 
Indonesia (Total EEZ of Indonesian Waters) 2,7 juta km2, dan panjang garis pantai 
(Coast Line of Indonesian) 95.181 km (Retnowati, 2011). 
Lautan Indonesia yang luas merupakan aset Sumber Daya Alam yang penting 
bagi kehidupan dalam bentuk Modal Alam (Natural Resources Stock), sedangkan 
bentuk faktor produksi (komoditas) utama lautan berupa ikan (Retnowati, 2011). Hal 
ini dikarenakan lautan merupakan habitat dari beragam flora dan fauna akuatik yang 
selanjutnya menjadi sumber penghidupan masyarakat (Yusron, 2013).  
Selain lautan, Indonesia juga memiliki ekosistem perairan tawar berupa 
sungai, danau, waduk, dan rawa seluas 54 juta Ha. Jenis ikan yang menghuni 
perairan tawar ini lebih dari 1000 spesies, baik ikan konsumsi maupun ikan hias 
(Suwelo, 2005).  
Sumber daya alam yang dimiliki Indonesia dikategorikan menjadi sumber 
daya alam yang dapat diperbaharui (renewable) dan sumber daya alam yang tidak 
dapat diperbaharui (non renewable) (Retnowati, 2011). Sumber daya perikanan yang 
bersumber dari perairan Indonesia termasuk dalam Sumber Daya Alam yang dapat 
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diperbaharui (renewable) (Sulistiono, dkk., 2001). Dalam Australian Museum, ikan 
yang hidup di perairan Indonesia tercatat kira-kira sebanyak 8500 jenis. Jumlah 
tersebut merupakan 45% dari keseluruhan jumlah jenis di dunia dan 1300 dari 8500 
jenis menempati habitat perairan tawar (Kottelat, 1996 dalam Budiman, dkk., 2002). 
Berdasarkan jumlah jenis tersebut, Indonesia menempati urutan ke dua dunia setelah 
Brazil dan menempati urutan pertama di Asia (Budiman, dkk., 2002). 
Salah satu ikan air tawar yang terdapat di Mamuju, Sulawesi Barat adalah 
ikan penja. Ikan ini merupakan salah satu ikan yang tergabung dalam famili Gobiidae 
dan menghuni Sungai Karama yang terletak di sebelah utara kota Mamuju 
(Hermiyanto, dkk., 2010). Ikan ini telah diidentifikasi pada tahap juvenil dan tidak 
menunjukkan kemiripan signifikan pada spesies di database Gene Bank (Usman, 
2016). 
Secara morfologi, ikan penja dewasa memiliki ciri-ciri yang dimiliki oleh 
ikan famili Gobiidae yaitu sirip perut berbentuk cakram (Thacker dan Roje, 2011). 
Sehingga perlu dilakukan identifikasi molekular pada spesies ikan penja dewasa 
untuk mengonfirmasi nama spesies ikan yang disebut sebagai ikan penja oleh 
masyarakat lokal sebagai salah satu usaha konservasi spesies. 
Menurut UU perikanan No. 31 Tahun 2004 tentang konservasi 
sumberdaya ikan adalah upaya perlindungan, pelestarian dan pemanfaatan 
sumberdaya ikan, termasuk ekosistem, jenis dan genetik untuk menjamin 
keberadaan, ketersediaan, dan kesinambungannya dengan tetap terpelihara dan 
meningkatkan kualitas nilai dan keanekaragaman sumberdaya ikan. 
Kabupaten Mamuju adalah salah satu daerah yang tergabung dalam area 
Indo-Malay-Philippines Archipelago yang merupakan area dengan tingkat 
biodiversitas tertinggi (Hubert, dkk., 2012). Keberadaan ikan penja di Sungai 
Karama menjadi potensi kekayaan alam tersendiri, terlebih statusnya sebagai anggota 
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famili ikan terbesar sehingga perlu dilakukan identifikasi untuk mengetahui spesies 
spesifik ikan tersebut. 
Identifikasi molekular dilakukan sebagai upaya untuk mengungkap identitas 
organisme terkait yang selanjutnya dapat menjadi dasar eksplorasi kekayaan alam 
dan ilmu pengetahuan. Selain itu, identifikasi molekular yang merupakan bagian dari 
studi keragaman genetik juga penting dalam rangka konservasi, pemuliaan, dan 
mempertahankan plasma nutfah (Wibowo, dkk., 2013). 
Identifikasi molekular dilakukan dengan melakukan pengamatan terhadap 
DNA makhluk hidup. Selain DNA nukleus, DNA mitokondria juga dapat menjadi 
sumber informasi karakter genetik melalui gen COI. Gen COI merupakan gen yang 
terdapat pada DNA mitokondria yang dapat digunakan untuk mempelajari karakter 
genetik makhluk hidup hingga filogeninya (Wibowo, dkk., 2013). 
Penggunaan gen COI DNA mitokondria pada identifikasi molekuler ikan 
penja didasarkan pada beberapa pertimbangan diantaranya ukuran DNA mitokondria 
lebih kecil, jumlah salinannya lebih banyak, informasi urutan DNA untuk makhluk 
hidup akuatik tersedia lengkap (Mackie, 1999 dalam Maulid, dkk., 2016), diwariskan 
secara maternal (Kamaruddin, dkk., 2011), dan lebih peka terhadap mutasi (Maulid 
dan Nurilmala, 2015). 
Selain identitas ikan penja, variasi genetiknya juga perlu diketahui agar dapat 
dideteksi status kelestarian ikan penja di Sungai Karama Kabupaten Mamuju 
Sulawesi Barat.  
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B. Rumusan Masalah 
Berdasarkan uraian, dalam penelitian ini dapat dirumuskan masalah, yaitu 
sebagai berikut: 
1. Apakah jenis ikan yang disebut sebagai ikan penja di Sungai Karama 
Kabupaten Mamuju Sulawesi Barat? 
2. Bagaimana variasi genetik ikan yang disebut sebagai ikan penja di Sungai 
Karama Kabupaten Mamuju Sulawesi Barat? 
 
C. Ruang Lingkup Penelitian 
Sampel penelitian berupa ikan Gobi (famili: Gobiidae) yang diambil dari 
Sungai Karama di Dusun Arassi Desa Kalonding Kabupaten Mamuju Sulawesi 
Barat. Selanjutnya dilakukan identifikasi molekuler pada gen COI mitokondria untuk 
mengetahui spesies spesifik ikan tersebut. Penelitian ini dilakukan di Laboratorium 
Genetika dan Pemuliaan Universitas Gadjah Mada Yogyakarta dan Laboratorium 
Genetika Universitas Islam Negeri Alauddin Makassar pada Oktober 2017 – Mei 
2018. 
 
D. Kajian Pustaka 
Adapun penelitian terdahulu yang menjadi acuan dalam melakukan penelitian 
ini adalah, sebagai berikut: 
1. Devi (2012) dengan judul Identifikasi Postlarva Famili Gobiidae dari Muara 
Sungai Kedurang, Bengkulu Melalui DNA Barcode/ruas gen COI. Hasil 
penelitian ini menunjukkan rekonstruksi pohon filogeni menggunakan metode 
Neighbor Joining (NJ) bootstrap 1000x dari 22 ekor postlarva diperoleh 2 klad 
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besar, yaitu klad pertama yang terdiri dari Stiphodon atratus dan Novem Genus, 
serta klad kedua yang terdiri dari Amblyeleotris sungami. 
2. Ju, et al. (2013) dengan judul Struktur Populasi dan Riwayat Demografi 
Sicyopterus japonicus (Perciformes; Gobiidae) di Taiwan yang Disimpulkan dari 
Sekuen Area Kontrol Mitokondria. Hasil penelitian ini menunjukkan 102 
haplotype dari 107 S. japonicus dari 22 populasi yang dikumpulkan dari Taiwan 
dan Islet Lanyu. Keanekaragaman haplotype tinggi dan keanekaragaman 
nukleotida rendah terdeteksi di seluruh populasi. Hasil analisis menunjukkan 
bahwa S. japonicus cenderung mengalami ekspansi demografis. 
3. Larson, et al. (2014) dengan judul Mugilogobius hitam, spesies baru ikan gobi 
air tawar (Teleostei: Gobioidei: Gobiidae) dari danau Towuti, Sulawesi Tengah, 
Indonesia. Hasil penelitian ini menunjukkan temuan spesies baru Mugilogobius 
hitam dengan karakteristik morfologi khas berupa papila sensorik yang 
melintang di pipi, berwarna kehitaman pada kepala, tubuh, dan sirip serta 
memiliki ukuran tubuh dewasa yang relatif besar. 
4. Usman (2016) dengan judul Analisis Variasi Genetik Ikan Penja Indigenous 
Perairan Polewali Mandar dan Ikan Nike (Awaous sp.) Indigenous Perairan 
Gorontalo. Hasil penelitian ini menunjukkan jarak genetik antara ikan Penja dan 
ikan Nike (Awaous sp.) 0,0364 dengan indeks similaritas berkisar 0,9642. Jarak 
genetik tersebut termasuk ke dalam kategori rendah. 
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E. Tujuan Penelitian 
Adapun tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut: 
1. Untuk mengetahui spesies ikan yang disebut sebagai ikan penja di Sungai 
Karama Kabupaten Mamuju Sulawesi Barat. 
2. Untuk mengetahui variasi genetik ikan yang disebut sebagai ikan penja di 
Sungai Karama Kabupaten Mamuju Sulawesi Barat.  
 
F. Kegunaan Penelitian 
Adapun kegunaan penelitian ini adalah sebagai berikut: 
1. Untuk mengeksplorasi keragaman ikan air tawar pada Sungai Karama, 
Mamuju, Sulawesi Barat. 
2. Sebagai upaya konservasi, pemuliaan, dan mempertahankan plasma nutfah 
Indonesia. 
3. Sebagai sumber informasi dan bahan relevansi bagi penelitian-penelitian 
selanjutnya. 
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BAB II 
TINJAUAN TEORITIS 
 
A. Ayat yang Relevan 
Aneka ragam makhluk di muka bumi merupakan sebuah mahakarya dari 
Sang Pencipta. Tiap makhluk memiliki keunikannya masing-masing yang tidak 
didapati pada makhluk lainnya. Bahkan ketika dua anak terlahir kembar sekalipun 
tetap memiliki perbedaan satu sama lain. Allah swt. berfirman dalam QS Fathir/35: 
28. 
ََنِمَوَٱَِساذلنَََوٱََو ذلدَِ  ٓباَََوٱَِمََٰعبن
َ ب
لََُُۡهنَٰ َو
ب
ل
َ
أٌَِفلَتبُمُۥَََشَبَيََاَمذِنإ َََِۗكلَٰ َذَك
ٱََ ذللََِّهِداَبِعَ بنِمٱََۗ
ْ
اُؤ ََٰٓمَلُع
ب
لََ ذِنإٱََ ذللٌََّروُفَغٌَزيِزَع٢٨ََ
Terjemahnya: 
Dan demikian (pula) di antara manusia, makhluk bergerak yang bernyawa 
dan hewan-hewan ternak ada yang bermacam-macam warnanya (dan jenisnya). Di 
antara hamba-hamba Allah yang takut kepada-Nya, hanyalah para ulama. Sungguh, 
Allah Maha Perkasa, Maha Pengampun (Kementerian Agama RI, 2015). 
Menurut Tafsir Ibnu Katsir, firman Allah Ta’ala, “Dan demikian (pula) di 
antara manusia, binatang-binatang melata dan binatang-binatang ternak ada yang 
bermacam-macam warnanya (dan jenisnya)”. Yaitu, demikian pula halnya makhluk-
makhluk hidup, berupa manusia dan ad-Dawaab, yaitu binatang melata, yakni halnya 
setiap binatang melata yang berjalan dengan empat kaki. Al-An’aam (binatang 
ternak) merupakan jenis tersendiri yang disertakan kepada sesuatu yang umum, dan 
demikian pula, ia pun berbeda-beda. Sedangkan di antara manusia, ada bangsa 
Barbar, Habsy, dan Thumathin yang sangat hitam, serta bangsa Shaqalibah dan 
Romawi yang sangat putih dan bangsa Arab ada di antara mereka, sedangkan bangsa 
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Hindi di bawah mereka. Untuk itu Allah Ta’ala berfirman di dalam ayat yang lain, 
“Dan berlain-lainannya bahasamu, dan warna kulitmu. Sesungguhnya pada yang 
demikian itu benar-benar terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang mengetahui” 
(QS Ar-Ruum: 22). Demikian pula, binatang-binatang ternak juga memiliki 
perbedaan warna, sekalipun satu jenis. Bahkan, dalam satu macam pun terdapat yang 
berbeda warna serta satu hewan ada yang berwarna ini dan ada yang berwarna itu. 
Mahasuci Allah, Rabb sebaik-baik Pencipta, wallahu a’lam (Abdullah, 2003). 
Ayat tersebut juga dijelaskan pada Tafsir Al-Maragi, dan demikian pula 
manusia, binatang melata, dan binatang ternak bermacam-macam warnanya, 
sekalipun satu jenis. Bahkan satu jenis binatang kadang-kadang mempunyai 
bermacam-macam warna. Maha Suci Allah Pencipta yang terbaik (Al-Maragi, 1992). 
Dan setelah Allah menyebutkan tanda-tanda kebesaran-Nya, Dia terangkan 
pula bahwa semua itu takkan diketahui sebaik-baiknya kecuali oleh orang-orang 
yang berilmu tentang rahasia alam semesta, yaitu orang-orang yang mengetahui 
rincian ciptaan Allah Ta’ala. Merekalah yang paham sebaik-baiknya, mengetahui 
betapa keras hantaman Allah, dan betapa besar tekanan-Nya (Al-Maragi, 1992). 
Ayat di atas menyatakan dengan jelas Kuasa Allah dalam penciptaan 
makhluk, khususnya perbedaan fenotip yang digambarkan melalui hewan-hewan 
ternak. Selain sebagai dasar dalil aqli, ayat ini menjadi sinyal bagi umat Islam untuk 
mencari tahu apa yang terjadi sehingga tiap individu makhluk yang Allah ciptakan 
tidak ada satupun yang sama persis. Secara tidak langsung, Allah telah merangsang 
umat Islam untuk berfikir dan mempelajari fenomena ciptaan-Nya.  
Ayat di atas sudah lebih dari cukup untuk menjadi dasar bahwa 
keanekaragaman di muka bumi ini memang benar adanya. Dalam kajian Biologi 
dikenal 3 macam keanekaragaman yaitu keanekaragaman tingkat ekosistem, jenis, 
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dan gen. Perbedaan warna kulit manusia ataupun perbedaan corak warna pada ikan 
merupakan wujud keanekaragaman gen pada tiap individu. Perbedaan yang tampak 
pada masing-masing individu inilah yang kemudian lazim disebut sebagai fenotip. 
Suryo (2012) mendefinisikan fenotip sebagai sifat keturunan yang dapat 
dilihat atau diamati warna, bentuk, maupun ukurannya. Sedangkan genotip adalah 
sifat dasar yang tak nampak dan tetap. Dari definisi tersebut dapat difahami bahwa 
fenotip ditentukan oleh genotip. Sebagai faktor penentu, gen yang terdiri atas urutan 
basa nukleotida (DNA) ini kemudian dikaji lebih lanjut karena dianggap sebagai 
identitas suatu individu. 
Keanekaragaman hewan, khususnya ikan, menjadi daya tarik tersendiri bagi 
para peneliti untuk mengidentifikasi jenisnya melalui metode molekular. Metode ini 
berkaitan erat dengan gen yang menjadi penentu fenotipnya. Penelitian ini dilakukan 
sebagai salah satu upaya eksplorasi kekayaan alam juga konservasi. 
 
B. Tinjauan Umum Kabupaten Mamuju  
Kabupaten Mamuju merupakan salah satu kabupaten yang terletak di Provinsi 
Sulawesi Barat dengan posisi 1° 38’ 110” – 2° 54’ 552” lintang selatan dan 11° 54’ 
47” – 13° 5’ 35” bujur timur. Kabupaten yang beribukota di Mamuju ini memiliki 
total luas wilayah 5056,19 km2 dan membawahi 11 kecamatan yaitu Tommo, 
Sampaga, Papalang, Kalumpang, Bonehau, Kalukku, Simboro, Mamuju, Tapalang, 
Tapalang Barat, dan Balabalakang. Kecamatan terluas yaitu kecamatan Kalumpang 
dengan luas wilayah 1.731,99 km2 dan kecamatan Kepulauan Balabalakang 
merupakan kecamatan terkecil dengan luas wilayah 21,86 km2. 11 kecamatan 
tersebut membawahi 88 desa dan 13 kelurahan (BPS Kabupaten Mamuju, 2017). 
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Gambar 2.1. Peta Kabupaten Mamuju (BPS Kabupaten Mamuju, 2017) 
Secara geografis, total wilayah kabupaten Mamuju berbatasan dengan 
kabupaten Mamuju Tengah pada sebelah utara, berbatasan dengan provinsi Sulawesi 
Selatan pada sebelah timur, berbatasan dengan kabupaten Majene, kabupaten 
Mamasa dan provinsi Sulawesi Selatan  pada sebelah selatan, dan berbatasan dengan 
Selat Makassar pada sebelah barat (BPS Kabupaten Mamuju, 2017). 
Kecamatan Sampaga merupakan salah satu kecamatan yang termasuk dalam 
wilayah Kabupaten Mamuju. Kecamatan yang beribukota di Desa Bunde ini 
berbatasan langsung dengan Kabupaten Mamuju Tengah pada sebelah utara, 
Kecamatan Papalang pada sebelah selatan, Selat Makassar pada sebelah barat, dan 
Kecamatan Bonehau pada sebelah Timur. Kecamatan Sampaga memiliki total luas 
wilayah 119,4 km2 dan membawahi 7 desa diantaranya Desa Salubarana, Desa 
Kalonding, Desa Tanambua, Desa Bunde, Desa Tarailu, Desa Sampaga, dan Desa 
Losso. Desa terluas yaitu Desa Kalonding dengan luas wilayah 42,84 km2 dan Desa 
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Tanambua merupakan desa terkecil dengan luas wilayah 8,10 km2 (BPS Kabupaten 
Mamuju, 2017). 
Kecamatan Sampaga dilintasi oleh 4 sungai, diantaranya Sungai Salubarana 
yang melintasi Desa Salubarana,  Sungai Tanambua yang melintasi Desa Tanambua, 
Sungai Bunde yang melintasi Desa Bunde, dan Sungai Karama yang melintasi Desa 
Kalonding, Desa Tarailu, dan Desa Losso. Salah satu dusun dari 14 dusun di Desa 
Kalonding yang dilintasi oleh Sungai Karama adalah dusun Arassi (BPS Kabupaten 
Mamuju, 2017).  
 
Gambar 2.2. Lokasi stasiun pengambilan sampel (RBI skala 100.000 modifikasi  
Azman, 2018) 
Kabupaten Mamuju memiliki sejumlah potensi sumber daya alam yang 
dikelola dengan baik. Salah satunya yaitu sektor perikanan yang terdiri atas 
perikanan laut dan perikanan darat (berasal dari perairan tawar). Menurut data yang 
14 
 
bersumber dari Dinas Kelautan dan Perikanan Provinsi Sulawesi Barat tahun 2014, 
Kabupaten Mamuju tercatat menempati urutan pertama pada produksi ikan laut 
dengan jumlah 32.400 ton, menempati urutan keempat pada produksi ikan tambak 
dengan jumlah 49.055,11 ton, dan menempati urutan keenam pada produksi ikan 
kolam dengan jumlah 574,50 ton (BPS Sulawesi Barat, 2018). 
Kabupaten Mamuju tergabung dalam area Indo-Malay-Philippines 
Archipelago (IMPA) yang memiliki puncak biodiversitas. Terdapat 2 hipotesis 
terkait IMPA, yaitu Centre-of-Origin dan Centre-of-Overlap. Centre-of-Origin 
menyebutkan IMPA sebagai tempat asal biodiversitas ikan karang tropis yang 
selanjutnya bermigrasi dan menetap di daerah perifer. Sebaliknya Centre-of-Overlap 
menyebutkan bahwa diversitas yang dimiliki oleh IMPA merupakan hasil dari 
berkumpulnya ikan yang berasal dari beberapa daerah biogeografi di sekitar IMPA 
(Hubert, dkk., 2012).  
 
Gambar 2.3. Area yang tergabung dalam Indo-Malay-Philippines Archipelago  
(IMPA) (Hubert, dkk., 2012) 
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C. Tinjauan Umum Ikan Gobi (Family Gobiidae) 
Indonesia merupakan negara kepulauan dengan jumlah sumber daya alam 
pada sektor perikanan melimpah. Menurut data statistik Ditjen Perikanan Tangkap, 
produksi perikanan tangkap mengalami peningkatan dari tahun ke tahun. Pada tahun 
2016, produksi perikanan tangkap yang berasal dari perairan laut tercatat sebesar 
6.351.480 ton, sedangkan dari perairan umum tercatat sebesar 479.850 ton. Hal ini 
berbanding lurus dengan meningkatnya tingkat konsumsi ikan per kapita sebesar 
43,88 di tahun yang sama (SIDATIK, 2018). 
Sehubungan dengan hal di atas, Allah swt. berfirman dalam QS Fathir/35: 12: 
اَمَوََِيوَت بَسيٱَِناَر بحَ
ب
لََُُۡهبا ََشََٓئِغٞاَسَٞتاَرُفَٞب بذَعَاَذََٰهۥٌََح
ب
لِمَاَذََٰهَو
َٗةَي
ب
لِحَ َنوُِجر بخَت بَستَوَ اٗ يِرَطَ اٗم ب
َ
لََ َنُولُك
ب
َأتَ ّٖ
 ُكَ نِمَوَ ۖٞجاَج
ُ
أ
َ ىََرتَوَ ۖ اَهَنوَُسب
ب
َلتٱََك
ب
لُف
ب
لََِِهل بَضفَ نِمَ
ْ
اوُغَتببَِلَِ َرِخاَوَمَ ِهِيفۦَ
َ بمُكذلََعلَوََنوُرُك بَشت١٢َ َ
Terjemahnya: 
Dan tidak sama (antara) dua lautan; yang ini tawar, segar, sedap diminum dan 
yang lain asin lagi pahit. Dan dari (masing-masing lautan) itu kamu dapat memakan 
daging yang segar dan kamu dapat mengeluarkan perhiasan yang kamu pakai, dan 
disana kamu melihat kapal-kapal berlayar membelah laut agar kamu dapat mencari 
karunia-Nya dan agar kamu bersyukur (Kementerian Agama RI, 2015). 
Dalam tafsir Al-Qur’anul Majid An-Nur dijelaskan bahwa tidaklah sama dua 
laut. Yang sebuah, rasa airnya tawar dan sedap, memenuhi sungai-sungai yang airnya 
mengalir sepanjang dataran rendah. Yang sebuah lagi, airnya asin yang memenuhi 
laut, yang tidak mengalir, untuk tempat kapal berlayar. Dari masing-masing laut, 
kamu memperoleh ikan-ikan yang enak rasanya dan bergizi sebagai keutamaan 
(rezeki) dari Allah. Kamu keluarkan mutiara dan marjan dari laut serta pada masing-
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masing laut tersebut berlayarlah kapal pulang pergi mengangkut semua 
kebutuhanmu. Mudah-mudahan kamu mensyukuri Allah atas kemurahan-Nya 
menundukkan laut kepadamu hingga kamu dapat berlayar di atasnya, jika kamu 
kehendaki (Ash-Shiddieqy, 2000). 
Ayat tersebut dijelaskan pula pada Tafsir Al-Azhar, “dan tidaklah sama di 
antara dua lautan”, yaitu perbedaan di antara daratan dan samudera luas yang 
membentang seperlima dari seluruh dunia ini dan danau-danau dan sungai-sungai 
besar yang mengalir dari gunung melalui tanah landai, menurun menuju laut. “Yang 
ini tawar lagi segar, sedap diminumnya”, menjadi persediaan air minum bagi 
manusia. “Dan yang ini asin lagi pahit”, itulah air asin di lautan lepas. “Dan dari 
masing-masing kamu makan daging yang empuk”, yaitu ikan-ikan. Pun suatu hal 
yang mengagumkan bahwa kedua macam ikan itu, ikan lautan asin dan ikan danau 
juga sungai yang tawar, rasanya sama-sama enak dan sama-sama empuk. Padahal 
ikan air tawar tidak dapat hidup di lautan asin dan ikan lautan asin tidak dapat hidup 
di air tawar (Hamka, 1988). 
Salah satu produk perikanan Indonesia yang tersimpan di kabupaten Mamuju 
adalah ikan gobi yang tergabung dalam famili Gobiidae. Gobiidae merupakan salah 
satu famili ikan acanthomorph terbesar dan tersebar luas di lautan, estuari (muara) 
dan habitat perairan tawar. Karena hidupnya di dasar dan perairan, ikan gobi secara 
umum dikategorikan sebagai bentos yang mendiami zona bentik (Thacker dan Roje, 
2011).  
Ikan gobi merupakan spesies yang cukup besar di wilayah Indo-Pasifik dan 
kepulauan Indo-Malay (Larson, dkk., 2014). Gobiidae terdiri atas lebih dari 260 
genus dengan jumlah spesies lebih dari 1700 spesies. Famili Gobiidae ini terbagi 
menjadi dua subfamili besar yaitu Gobiinae dan Gobionellinae. Gobiinae meliputi 
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ikan Gobi yang berhabitat di perairan laut, sedangkan Gobionellinae meliputi ikan 
Gobi yang habitatnya merupakan asosiasi dari perairan tawar dan estuari (Tornabene, 
2014). 
Ikan gobi memiliki ukuran tubuh yang kecil yaitu kurang dari 50 mm dengan 
ciri khas berupa sirip perut berbentuk cakram yang berfungsi untuk melekat pada 
substrat perairan (Thacker dan Roje, 2011). Ukuran sirip perut berbeda berdasarkan 
substrat habitatnya, sirip perut ikan Gobi yang mendiami substrat pasir halus atau 
lumpur cenderung lebih besar dibandingkan sirip perut ikan Gobi yang mendiami 
substrat batu (Devi, 2012). 
Ikan gobi memiliki tipe siklus hidup freshwater amphidromous yaitu 
bereproduksi di air tawar, larva telur melakukan migrasi ke laut melalui aliran air 
sungai hingga menjadi juvenil selama 2-9 bulan. Selanjutnya juvenil kembali ke air 
tawar, tumbuh dewasa, dan kembali bereproduksi. Siklus hidup ini memiliki 
keuntungan tersendiri bagi ikan gobi, larva telur berpindah ke laut untuk 
menghindari adanya kompetisi sumber makanan dengan juvenil dan ikan dewasa. 
Selain itu, habitat laut lebih produktif dibandingkan sungai dan kemungkinan lebih 
baik untuk pertumbuhan larva (Watanabe, et al., 2013). 
Pada penelitian yang dilakukan di perairan Pelawangan Timur yang 
merupakan jalur air laut dari Samudera Indonesia menuju Segara Anakan, diperoleh 
data frekuensi kemunculan larva Gobiidae sebesar 20, 31% pada Agustus akhir. 
Secara umum larva dapat ditemukan pada pertengahan Agustus hingga Oktober 
dengan puncak kemunculan larva tertinggi pada pertengahan September. Migrasi 
larva ini bertujuan untuk mencari kondisi lingkungan yang sesuai dan sumber 
makanan untuk pertumbuhannya (Subiyanto, dkk., 2008). 
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Kondisi lingkungan habitat tidak dapat dipungkiri menjadi hal penting bagi 
kelangsungan hidup ikan. Beberapa parameter lingkungan meliputi suhu, pH dan DO 
yang optimum untuk pertumbuhan ikan di daerah tropis berkisar antara 25°C-30°C, 
pH 6,5-9, dan DO 6-8 mg/l atau >5mg/l (Mamangkey, 2010). 
Selain faktor lingkungan, ketersediaan makanan bagi larva menjadi salah satu 
alasan utama migrasi sementara larva ke laut. Pada genus Sicydiinae, diketahui 
bahwa larva membutuhkan makanan berupa plankton berukuran kecil. Plankton 
tersebut terdapat dalam jumlah yang melimpah di laut, olehnya larva melakukan 
migrasi ke laut. Di samping itu, perpindahan larva ke laut diperkirakan juga untuk 
menghindari kompetisi sumber makanan dengan juvenil dan ikan dewasa (Watanabe, 
dkk., 2013). 
 
D. Tinjauan Umum DNA 
Deoxyribonucleic acid yang disingkat DNA merupakan persenyawaan kimia 
terpenting bagi makhluk hidup. DNA memuat informasi genetik makhluk hidup 
secara keseluruhan dari satu generasi ke generasi berikutnya (Suryo, 2012). 
Untuk pertama kalinya, struktur molekul DNA diungkapkan oleh James 
Watson dan Francis Crick pada tahun 1953 sebagai untai ganda polinukleotida yang 
berpilin satu sama lain. Untai ganda ini memiliki orientasi yang berlawanan yaitu 
orientasi 5’→ 3’ dan orientasi 3’→ 5’ (Yuwono, 2005). 
DNA di dalam sel terdapat sebagai rantai panjang nukleotida dengan bentuk 
untaian ganda berpilin (double helix). Kedua untai DNA ini dihubungkan oleh ikatan 
hidrogen, sedangkan penghubung pada untai tunggalnya berupa ikatan fosfodiester. 
Untai DNA ini memiliki pola spesifik, dimana basa adenin selalu berikatan dengan 
timin, begitu pula guanin selalu berikatan dengan sitosin. Dari pola spesifik tersebut 
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maka terbentuklah dua untai yang saling komplementer satu dengan yang lainnya 
(Pratiwi, 2008). 
Struktur kimia DNA terdiri atas asam fosfat, gula pentosa, dan basa nitrogen. 
Basa nitrogen ini terbagi atas dua jenis yaitu purin dan pirimidin. Purin terdiri atas 
guanine (G) dan adenine (A), sedangkan pirimidin terdiri atas cytosine (C) dan timin 
(T). Basa purin pada N’9 akan berikatan pada atom C’1 deoksiribosa, sedangkan 
basa pirimidin pada N’1. Selanjutnya, gugus fosfat akan berikatan dengan C’5 
deoksiribosa  (Irawan, 2008). 
Bila suatu molekul hanya tersusun atas basa nukleotida dan gula ribosa atau 
deoksiribosa maka disebut nukleosida. Akan tetapi, jika ikatannya ditambah dengan 
gugus fosfat disebut nukleotida. Berdasarkan jumlah gugus fosfatnya, nukleotida 
dapat dibagi menjadi nukleotida monofosfat (NMP), nukleotida difosfat (NDP), dan 
nukleotida trifosfat (NTP). Gugus fosfat dapat dibedakan menjadi 𝛼, 𝛽, dan 𝛾. Gugus 
fosfat 𝛼 berikatan dengan atom C’5 deoksiribosa, gugus fosfat 𝛽 berikatan dengan 
gugus fosfat 𝛼, dan gugus fosfat 𝛾 berikatan dengan gugus fosfat 𝛽 (Irawan, 2008). 
Aliran informasi genetik dari DNA, RNA, hingga menjadi urutan asam amino 
yang menyusun protein berlangsung melalui tiga tahap utama yaitu replikasi 
(penggandaan bahan informasi genetik), transkripsi (sintesis RNA menggunakan 
DNA sebagai cetakan), dan translasi (penerjemahan kode genetik pada mRNA oleh 
tRNA menjadi asam amino) (Pratiwi, 2008). Konsep ini diungkapkan oleh Francis 
Crick pada 1956 dengan nama dogma sentral (central dogma) (Campbell, dkk., 
2010). 
Replikasi merupakan proses penggandaan bahan informasi genetik (Yatim, 
2003). Proses replikasi ini berlangsung dengan melibatkan banyak komponen, 
diantaranya DNA template, molekul deoksiribonukleotida (dATP, dGTP, dCTP, dan 
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dTTP), DNA polimerase, primase, helikase, girase, single strand binding protein 
(SSB), dan ligase (Yuwono, 2005).  
Transkripsi merupakan proses sintesis RNA menggunakan DNA sebagai 
cetakan (Yatim, 2003). Beberapa komponen yang berperan penting dalam proses 
transkripsi yaitu DNA template, RNA polimerase, faktor-faktor transkripsi, dan 
molekul ribonukleotida (5’-trifosfat ATP, GTP, CTP, dan UTP). RNA yang 
disintesis pada transkripsi berupa mRNA (messenger RNA) yang selanjutnya akan 
ditranslasi, tRNA (transfer RNA) sebagai pembawa asam amino spesifik dalam 
translasi, dan rRNA (ribosomal RNA) sebagai penyusun ribosom. Sebelum berlanjut 
ke tahap selanjutnya, sintesis transkrip RNA primer akan menjalani proses 
pemotongan intron dan penyambungan ekson (RNA splicing) (Yuwono, 2005). 
Translasi merupakan proses diterjemahkannya nukleotida pada mRNA 
menjadi asam amino yang selanjutnya akan menyusun polipeptida atau protein. 
Proses ini berlangsung di ribosom melalui 3 tahapan yaitu inisiasi, pemanjangan, dan 
terminasi. Pada tahap inisiasi, translasi dimulai ketika ribosom menemukan kodon 
AUG pada mRNA. Selanjutnya dilakukan translasi dengan arah 5’→ 3’ melalui 
pengikatan antikodon tRNA pada sisi A ribosom, pembentukan ikatan peptida pada 
sisi P ribosom, dan perpindahan posisi ribosom ke kodon mRNA selanjutnya. Tahap 
terakhir translasi yaitu terminasi pada salah satu dari tiga kodon terminasi 
(UAA,UAG, UGA pada mRNA) (Yuwono, 2005).  
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E. Tinjauan Umum DNA Mitokondria 
Selain dalam inti sel, DNA juga terdapat di organel sel pada sitoplasma yaitu 
mitokondria dan plastida pada tumbuhan. DNA ini disebut sebagai DNA 
ekstrakromosomal (Yatim, 2003). Berikut ilustrasi letak DNA mitokondria: 
 
Gambar 2.4. Letak DNA mitokondria (Susmiarsih, 2010) 
Selain DNA nukleus, informasi genetik makhluk hidup juga dapat diperoleh 
melalui DNA mitokondria. DNA mitokondria merupakan DNA rantai ganda yang 
ditransmisikan secara maternal dan berbentuk sirkuler. DNA mitokondria mengkode 
kompleks protein rantai respirasi yang penting pada proses produksi ATP 
(Susmiarsih, 2010). Untai ganda DNA mitokondria terdiri atas heavy strand (H) dan 
light strand (L) yang mengkode 13 polipeptida penyusun kompleks I, III, IV, dan V 
pada rantai transpor elektron. Kompleks I terdiri atas ND1, ND2, ND3, ND4L, ND4, 
ND5, dan ND6. Kompleks III yaitu Cytochrome b. Kompleks IV terdiri atas COI, 
COII, dan COIII. Serta kompleks V yang terdiri atas ATPase 6 dan ATPase 8 
(Mposhi, et al., 2017). Penamaan untai H dan L didasarkan pada perbedaan berat 
molekul masing-masing untai, untai H tersusun atas lebih banyak basa purin yang 
memiliki 2 cincin (Ngili, dkk., 2012). Meskipun secara keseluruhan DNA 
mitokondria membentuk untai ganda, namun bagian displacement loop (D-loop) 
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yang merupakan area non-coding membentuk untai tiga, untai ketiga ini dikenal 
dengan 7S DNA (Satiyarti, dkk., 2017).  
DNA mitokondria Gobiidae pada spesies Sicyopterus japonicus diketahui 
berbentuk sirkular, untai ganda, dan berukuran sekitar 16 kb. DNA mitokondria ini 
terdiri atas 16.514 bp, dengan 13 gen pengkode protein, 2 rRNA, 22 tRNA, dan 1 
non-coding region yang terletak di antara tRNA (Pro) dan tRNA (Phe) dengan 
panjang 843 bp (Chiang, et al., 2013). Berikut ilustrasi DNA mitokondria 
Sicyopterus japonicus: 
 
Gambar 2.5. Pemetaan genom DNA mitokondria Gobiidae spesies S. japonicus  
(MitoFish, 2018) 
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Seperti halnya DNA nukleus, DNA mitokondria juga melakukan replikasi, 
transkripsi, dan translasi yang berlangsung di matriks mitokondria. Jika DNA 
nukleus memiliki setidaknya 1 promoter tiap gen, maka DNA mitokondria hanya 
memiliki 3 promoter yang mentranskripsi banyak gen sekaligus dan menghasilkan 
transkrip polisistronik. Untai L ditranskripsi oleh L-strand promoter (LSP) dan untai 
H ditranskripsi oleh H-strand promoter 1 and 2 (HSP1 and HSP2), dimana HSP1 
mentranskripsi 12S dan 16 S rRNA dan HSP2 mentranskripsi seluruh untai H 
sebagai transkrip polisistronik. Ketiga promoter tersebut terletak pada lokus 1 kb 
yang dikenal sebagai D-loop atau DNA mitokondria non-coding region (Mposhi, et 
al., 2017). 
Transkripsi berlangsung pada ketiga promoter yang terletak di H-strand dan 
L-strand. Enhancer yang tersusun atas sekuen DNA pendek diketahui menstimulasi 
terjadinya transkripsi dengan mengikat mitochondrial transcription factor A 
(mtTFA), selanjutnya mtTFA mengikat mitochondrial RNA polymerase untuk 
memulai transkripsi. Initiation transcription H1 (ITH1) memulai transkripsi H-strand 
dan berakhir pada ujung 3’ 16S rRNA, sedangkan ITH2 mentranskripsi seluruh H-
strand dan menghasilkan mRNA polisistronik. Pada L-strand, ITL memulai 
transkripsi dengan arah yang berlawanan dengan H-strand dan menghasilkan mRNA 
sekaligus primer replikasi H-strand. Untai RNA yang terbentuk dari titik ITL 
mengalami transisi dari RNA menjadi DNA pada area conserve sequence block 
(CSB) I, II, dan III. Untai DNA pendek ini mengalami terminasi pada termination-
associated sequence (TAS) dan menjadi untai ketiga D-loop yang dikenal dengan 7S 
DNA (Taanman, 1999). 
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Berikut ilustrasi pengawalan transkripsi pada DNA mitokondria manusia: 
 
Gambar 2.6. Skema transkripsi pada DNA mitokondria manusia (Taanman, 1999) 
Setelah melewati proses transkripsi, transkrip primer mengalami proses pasca 
transkripsi. tRNA dipisahkan dari untaian transkrip dengan bantuan enzim mtRNase 
yang memotong ujung 5’ dan endonuklease yang memotong ujung 3’. Selanjutnya 
ujung 3’ ditambahkan sekuen CCA oleh ATP/CTP yang dikatalisis oleh tRNA 
nucleotidyltransferase. Adapun mRNA mengalami poliadenilasi oleh mitochondrial 
poly (A) polymerase tanpa signal poliadenilasi seperti mRNA nukleus. Sedangkan 
rRNA ditambahkan sekuen pendek adenin pada ujung 3’ (Taanman, 1999). 
mRNA yang telah melalui proses pasca transkripsi selanjutnya ditranslasi. 
Untai mRNA akan berikatan dengan ribosom melalui perantara mitochondrial 
initiation factor (mtIF) dan GTP. Translasi dimulai dengan pengikatan fMet-tRNA, 
seperti halnya translasi pada prokaryot. Proses translasi melibatkan mitochondrial 
elongation factor (mtEF), peptidil transferase, dan GTP (Taanman, 1999). 
Adapun replikasi pada H-strand dimulai dari OH dengan primer RNA yang 
terbentuk dari ITL dengan arah menuju Cyt b hingga OL yang terletak di antara 5 gen 
pengkode tRNA. Selanjutnya H-strand terpisah dan OL aktif. OL membentuk struktur 
stem-loop yang menjadi struktur pengenalan mitochondrial RNA polymerase 
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(POLRMT) untuk menginisiasi primer bagi replikasi L-strand. Arah replikasi L-
strand berlawanan dengan arah replikasi H-strand (Wanrooij and Falkenberg, 2010). 
Ilustrasi replikasi DNA mitokondria ditunjukkan pada bagan alir sebelah kiri 
berikut: 
 
Gambar 2.7. Replikasi DNA mitokondria (Brown, et.al., 2005) 
Menurut Mposhi, et al. (2017 ), beberapa perbedaan antara DNA nukleus dan 
DNA mitokondria pada manusia diantaranya: 
Tabel 2.1. Perbedaan antara DNA nukleus dan DNA mitokondria pada manusia 
Sifat DNA nukleus DNA mitokondria 
Ukuran (bp) ~3×109 16.569 
Bentuk  Linear untai ganda Sirkular untai ganda 
Pewarisan  Kedua orang tua Maternal 
Salinan DNA/sel 2 ~10-50.000 
Jumlah gen ~20.000 protein coding 
13 protein-coding + 24 
non-protein coding 
Intron 
Ditemukan hampir tiap 
gen 
Tidak ada 
Histon Berasosiasi dengan DNA 
Tidak berasosiasi dengan 
DNA 
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Menurut (Hartwell, et.al., 2011), DNA mitokondria manusia juga memiliki 
variasi kode genetik diantaranya: 
Tabel 2.2. Variasi kode genetik DNA mitokondria 
Karakteristik  Kode universal Kode DNA mitokondria 
UGG Trp Trp 
UGA Stop Trp 
AGG Arg Stop 
AGA Arg Stop 
AUG Met Met 
AUA Ile Met 
DNA mitokondria digunakan secara luas pada studi genetika populasi, 
identifikasi spesies, identifikasi penyakit, filogeni kedokteran hewan, dan sebagainya 
(Wibowo, dkk., 2013). Beberapa keunggulan DNA mitokondria sehingga cocok 
dijadikan sebagai penanda molekuler berskala besar diantaranya genom DNA 
mitokondria dapat menghasilkan salinan dalam jumlah yang besar dari berbagai 
metode ekstraksi, DNA mitokondria memiliki tingkat mutasi yang tinggi sehingga 
memungkinkannnya menjadi genom yang informatif terhadap pola dan proses 
evolusi (Hubert, et al., 2008), paparan rekombinasi terbatas,  pewarisannya dalam 
bentuk haploid (Hebert, et al., 2003), pewarisan maternal efektif, replikasi kontinyu, 
dan laju substitusi dalam DNA mitokondria 5 sampai 10 kali lebih besar daripada 
salinan tunggal DNA nukleus (Kamarudin, et al., 2011). 
 
F. Tinjauan Umum Gen COI Mitokondria 
Pendekatan DNA mitokondria mulai mendominasi sistematik molekular pada 
akhir 1970-an dan 1980-an. Selanjutnya Hebert et al. (2003), memperkenalkan 
Cytochrome c oxidase sub unit I (COI) sebagai sistem bioidentifikasi global untuk 
hewan. Identifikasi ikan dan produk perikanan yang akurat dan tidak ambigu, mulai 
dari telur hingga ikan dewasa, dipandang sangat penting. Hal ini memungkinkan 
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substitusi spesies dapat terdeteksi, membantu manajemen perikanan jangka panjang 
yang berkelanjutan, dan meningkatkan riset ekosistem dan konservasi. Sampai 
sekarang, metode berbasis DNA dan protein digunakan untuk mengidentifikasi 
spesies ikan (Ward, et al., 2005). 
Salah satu gen pada DNA mitokondria yang digunakan sebagai alat 
identifikasi yaitu gen Cytochrome c oxidase I (COI). Cytochrome sendiri merupakan 
suatu protein yang mengandung struktur hem berbeda dari hemoprotein pengikat 
oksigen seperti hemoglobin dan lain-lain. Ion besi pada cytochrome berada pada 
keadaan yang bergantian antara teroksidasi (Fe3+) dan tereduksi (Fe2+) dalam rantai 
transpor elektron pada proses fosforilasi oksidatif di mitokondria. Berdasarkan 
struktur hem yang diikat, cytochrome dibagi atas cytochrome a, b, dan c (Kadri, 
2012). Gen COI yang terkandung pada DNA mitokondria memiliki 2 keunggulan 
yang penting yaitu primer universal untuk gen ini mampu memperbaharui ujung 5’ 
pada kebanyakan filum hewan. Selanjutnya, gen COI tampaknya mengontrol sinyal 
filogenetik lebih besar dibandingkan gen mitokondria lainnya (Hebert, et al., 2003). 
Selain Cytochrome c, Cytochrome b juga seringkali digunakan sebagai 
penanda molekuler. Hanya saja Cytochrome c dianggap lebih efektif, khususnya 
pada studi filogenetik, karena perubahan urutan asam aminonya berlangsung lebih 
lambat (Hebert, et al., 2003). Meskipun fragmen COI jarang mengalami substitusi 
asam amino, akan tetapi perubahan berupa silent mutation (perubahan asam amino 
yang tidak merubah fungsinya) seringkali terjadi. Hal ini membuat COI dianggap 
efektif untuk merekonstruksi filogenetik dalam bidang evolusi bahkan di bawah 
tingkat spesies (Rahayuwati, 2009). 
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Spesies dari berbagai kelompok hewan dapat dibedakan dan diidentifikasi 
dengan baik menggunakan fragmen Cytochrome c oxidase I sepanjang 650 bp (Ball, 
et al., 2005). Sumber DNA berupa sampel beku atau awetan dengan alkohol berupa 
otot, hati, darah, atau sirip (Hubert, et al., 2008). 
Kemampuan gen COI pada DNA mitokondria dalam mengidentifikasi telah 
terbukti pada identifikasi 22 postlarva ikan famili Gobiidae (Devi, 2012), ikan air 
tawar Kanada (Hubert, dkk., 2008), struktur populasi dan riwayat demografi 
Sicyopterus japonicus (Ju, et al., 2013), dan identifikasi Mugilogobius hitam di 
Danau Towuti (Larson, et al., 2014). 
 
G. Tinjauan Umum Identifikasi Molekular Menggunakan Gen COI Mitokondria 
Ekstraksi atau isolasi DNA merupakan upaya memperoleh DNA murni 
dengan memisahkannya dari komponen sel lainnya. Isolasi DNA dapat dilakukan 
dengan cara mekanik dan kimiawi. Secara mekanik, ekstraksi dilakukan dengan cara 
menggerus atau memblender sampel. Sedangkan secara kimiawi, ekstraksi 
menggunakan bahan-bahan kimia yang dapat merusak sel dan mengendapkan DNA 
(Langga, dkk., 2012). 
PCR (Polymerase Chain Reaction) merupakan teknik amplifikasi sekuen 
DNA menjadi ribuan sampai jutaan salinan sekuen DNA (Hewajuli dan 
Dharmayanti, 2014). Teknik ini untuk pertama kalinya ditemukan oleh Kary Mullis 
pada tahun 1987 (Utami, dkk., 2013). Teknik ini menggunakan primer sebagai 
pembatas fragmen DNA target yang akan diamplifikasi dan enzim polimerase untuk 
menggabungkan DNA cetakan tunggal membentuk untain molekul DNA panjang. 
Prinsip dasar PCR adalah sekuen DNA spesifik diamplifikasi secara eksponensial 
menjadi dua, empat, dan seterusnya (Hewajuli dan Dharmayanti, 2014).  
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Siklus PCR terdiri atas tiga tahapan yang berulang yaitu denaturasi, annealing 
(penempelan) primer, dan ekstensi. Siklus tersebut dapat berlangsung 30-40 siklus 
yang menghasilkan berjuta-juta salinan DNA. Komponen utama dalam proses PCR 
yaitu template DNA, primer, dNTPs, Taq DNA polimerase, MgCl2, dan larutan 
buffer (Fitriatin dan Manan, 2015). 
Denaturasi merupakan tahap awal PCR dimana untai ganda DNA template 
dipisahkan satu sama lain menjadi untai tunggal (Utami, dkk., 2013). Suhu 
denaturasi DNA template berkisar antara 93-95°C, tergantung pada panjang DNA 
template dan DNA target. Suhu denaturasi yang terlalu tinggi dapat menyebabkan 
penurunan aktifitas DNA polimerase, sedangkan suhu denaturasi yang terlalu rendah 
akan menyebabkan proses denaturasi DNA template tidak sempurna (Handoyo dan 
Rudiretna, 2001). 
Annealing merupakan tahap lanjutan setelah denaturasi dimana untai tunggal 
DNA template masing-masing akan ditempeli oleh primer, yaitu primer forward dan 
reverse (Utami, dkk., 2013). Suhu annealing adalah suhu yang dibutuhkan agar 
primer menempel pada template DNA, suhu ini ditentukan berdasarkan melting 
temperature (Tm) masing-masing primer. Suhu annealing yang optimal pada proses 
PCR menentukan spesifitas dan sensitifitas produk PCR. Suhu yang terlampau tinggi 
dapat menyebabkan produk PCR tidak terbentuk karena penempelan primer pada 
template DNA lepas kembali. Sebaliknya, jika suhu terlampau rendah maka 
penempelan primer pada template DNA tidak spesifik sehingga dapat menghasilkan 
produk PCR non spesifik (Asy’ari dan Noer, 2005). 
Ekstensi merupakan proses pemanjangan atau polimerisasi primer mulai dari 
tempat penempelannya hingga ujung 5’ DNA template (Utami, dkk., 2013). Suhu 
ekstensi yang selalu digunakan dalam proses PCR adalah 72°C. Suhu ini merupakan 
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suhu optimum DNA polimerase yang digunakan untuk proses PCR (Handoyo dan 
Rudiretna, 2001). DNA polimerase merupakan enzim yang mengkatalisis 
penggabungan cetakan DNA tunggal menjadi untaian panjang. Untuk menjamin 
proses ekstensi berlangsung dengan optimal, DNA polimerase harus tahan panas, 
memiliki laju polimerisasi dan prosesivitas yang tinggi. Prosesivitas DNA 
polimerase adalah kemampuan DNA polimerase mengkatalisis penggabungan 
nukleotida dengan primer secara terus menerus tanpa terlepas dari kompleks primer-
DNA template (Hewajuli dan Dharmayanti, 2014). 
DNA hasil amplifikasi belum dapat dilihat hasilnya secara langsung. Oleh 
karena itu, perlu dilakukan analisis elektroforesis. Elektroforesis merupakan teknik 
pemisahan dan pemurnian fragmen DNA, RNA, atau protein. Biasanya elektroforesis 
DNA digunakan dalam pemisahan DNA berdasarkan ukurannya. Prinsip kerjanya 
yaitu pemisahan molekul berdasarkan muatan listrik intrinsik (Langga, dkk., 2012). 
Pada prosesnya, akan tampak DNA yang bermuatan negatif perlahan berpindah 
menuju ke kutub positif dalam medan listrik. Perpindahan tersebut sangat 
dipengaruhi oleh kondisi buffer, suhu, durasi waktu, konsentrasi gel, dan ukuran 
molekul (Fitriatin dan Manan, 2015). Migrasi molekul yang berukuran kecil akan 
berlangsung lebih cepat, sebab molekul tersebut dapat dengan mudah melintasi pori-
pori yang ada pada matriks gel (Nugraha, dkk., 2014). 
Setelah proses elektroforesis selesai, tahap selanjutnya adalah visualisasi 
fragmen DNA dengan paparan sinar UV (Nugraha, dkk., 2014). Fragmen DNA akan 
tampak berupa garis ketika terpapar sinar UV, hal ini terjadi karena sinar UV 
dipendarkan oleh etidium bromida yang menyisip ke dalam DNA (Yuwono, 2005). 
Untuk mengetahui ukuran fragmen DNA, laju migrasi fragmen DNA sampel 
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dibandingkan dengan laju migrasi DNA marker yang telah diketahui ukurannya 
(Nugraha, dkk., 2014). 
Tahap terakhir adalah sekuensing, sekuensing merupakan teknik untuk 
menentukan urutan nukleotida yang ada pada molekul DNA. Hasil sekuensing 
berupa urutan basa nukleutida yang selanjutnya diolah menggunakan beberapa 
software pengolah data sekuen (Roslim, dkk., 2016). 
 
H. Kerangka Pikir  
  
 
 
 
 
 
 
Input 
Proses
Output
• Sulawesi Barat memiliki ikan air tawar yang 
khas pada Sungai Karama, Mamuju 
• Penelitian pada ikan air tawar di Sungai 
Karama Mamuju ini jarang dilakukan. 
•  
 
• Melakukan ekstraksi DNA, amplifikasi, 
elektroforesis, dan sekuensing. 
• Melakukan analisis data 
 
 
• Spesies spesifik ikan air tawar pada Sungai 
Karama, Mamuju. 
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BAB III 
METODOLOGI PENELITIAN 
 
A. Jenis dan Pendekatan Penelitian 
Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif kualitatif dengan model 
eksploratif untuk mengetahui spesies spesifik ikan Gobi (Famili Gobiidae) di Sungai 
Karama berdasarkan gen COI mitokondria.  
 
B. Waktu dan Lokasi Penelitian 
Penelitian ini dilakukan pada 27 Oktober – 07 November 2017 di 
Laboratorium Genetika dan Pemuliaan, Fakultas Biologi, Universitas Gadjah Mada 
Yogyakarta pada tahap identifikasi molekuler dan pada April – Mei 2018 di 
Laboratorium Genetika, Jurusan Biologi, Universitas Islam Negeri Alauddin 
Makassar pada tahap analisis data. 
 
C. Populasi dan Sampel 
Pada penelitian ini, ikan Gobi (Famili Gobiidae) merupakan populasi. 
Sedangkan sampelnya adalah fillet daging bagian bawah sirip pektoralis sebelah 
kanan ikan Gobi dewasa (Famili Gobiidae). 
 
D. Variabel Penelitian 
Penelitian ini memiliki variabel tunggal. Identifikasi ikan air tawar (Famili 
Gobiidae) di Sungai Karama Mamuju berdasarkan metode COI Mitokondria 
merupakan variabel dalam penelitian ini.  
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E. Defenisi Operasional Variabel 
Adapun defenisi operasional variabelnya yaitu identifikasi molekular melalui 
gen COI DNA mitokondria merupakan upaya penetapan identitas ikan Gobi yang 
terdapat di Sungai Karama dan lazim disebut dengan nama ikan Penja berbasis gen 
COI DNA mitokondria. 
  
F. Metode Pengumpulan Data 
Metode pengumpulan data yang dilakukan dalam penelitian ini yaitu dengan 
percobaan laboratorium dan analisis data. 
 
G. Alat dan Bahan 
1. Alat 
Adapun alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah inkubator, spatula, 
freezer -20°C, cutter, neraca analitik, vortex, spin down e-centrifuge Wealtec, 
mikropipet, tabung eppendorf/tabung sentrifuge (tube), sentrifuge, spin column, 
collection tube, rak tip, spidol marker, mesin PCR (Polymerase Chain Reaction) 
BioRad T100 Thermal Cycler, tube PCR, Profuge Gk-Centrifuge, labu erlenmeyer, 
microwave LG, gunting, pinset, scalpel, bunsen,  beaker glass, gelas ukur, satu set 
alat elektroforesis, power supply, UV iluminator, kamera, dan komputer. 
2. Bahan  
Adapun bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah ikan Gobi (Famili: 
Gobiidae) asal Sungai Karama, air, tip, aquades, sarung tangan, alkohol 96 %, tissue, 
satu set The Dneasy Blood and Tissue Kit (Qiagen), proteinase K, ATL buffer, 
absolute ethanol, AL buffer, AW-1 buffer, AW-2 wash buffer, AE elution buffer, My 
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Taq Red Mix PCR (Bioline), primer COI-mitokondria, marker Easy Ladder I range 
2000-100 bp, agarosa, TBE buffer, Florosafe DNA stain, ddH2O.  
 
H. Prosedur Kerja 
1. Pengambilan sampel 
Sampel ikan Gobi diambil pada titik koordinat 02° 23’ 686” S dan 199° 18’ 
238” E di Sungai Karama, Dusun Arassi, Desa Kalonding, Kecamatan Sampaga, 
Kabupaten Mamuju, Sulawesi Barat. Sampel yang diperoleh selanjutnya 
ditambahkan bahan preservasi berupa ethanol absolut 95%. 
2. Ekstraksi DNA 
DNA ikan diekstraksi dilakukan dengan mengacu pada pedoman intruksi 
manual menggunakan The Dneasy Blood and Tissue Kit (Qiagen) yang terdiri atas 4 
tahap yaitu lyse, bind, wash, dan elute. Bagian tubuh sebelah kanan difillet sebesar 
biji beras dan dikeringkan dari bahan preservasi dengan tissu. Fillet sampel 
dimasukkan ke dalam tube 1,5 ml dan ditambahkan 150 𝜇l buffer ATL. Sampel 
dalam tube digunting menggunakan gunting steril hingga halus dan cairan berwarna 
keruh. Ditambahkan 20 𝜇l Proteinase-K dan divortex, kemudian diinkubasi pada 
suhu 50°C selama semalam, tube dibolak-balik tiap 30 menit sekitar 3-4 kali. 
Selanjutnya sampel divortex dan disentrifuge (pulse), ditambahkan 200 𝜇l AL buffer 
dan 200 𝜇l ethanol absolut dari freezer, sampel divortex dan disentrifuge (pulse). 
Setelah itu sampel dipipet untuk dipindahkan ke Dneasy mini spin column dalam 
tube koleksi. Selanjutnya disentrifuge 8000 rpm 1 menit, supernatan pada tube 
koleksi dibuang dan tube koleksi diganti yang baru. Ditambahkan 500 𝜇l AW-1 dan 
disentrifuge 8000 rpm 1 menit. Supernatan pada tube koleksi dibuang dan column 
ditempatkan di tube koleksi lagi. Ditambahkan 500 𝜇l AW-2 dan disentrifuge 13.000 
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rpm 3 menit. Supernatan pada tube koleksi dibuang dan column ditempatkan di tube 
1,5 ml. Diinkubasi dalam inkubator  pada suhu 50°C selama 2 menit dengan tutup 
tube terbuka. Selanjutnya ditambahkan 250 𝜇l AE dan diinkubasi pada suhu ruang 
selama 2 menit dengan tutup tube terbuka. Disentrifuge 8000 rpm 1 menit dan 
menyimpan hasil ekstraksi DNA di freezer pada suhu -4°C untuk digunakan sebagai 
template  PCR (Dneasy Blood and Tissue, 2006). 
3. Amplifikasi  
Proses amplifikasi DNA dilakukan melalui metode PCR. Secara umum 
proses PCR terdiri atas 3 tahap yaitu denaturation (penguraian untai ganda), 
annealing (penempelan primer pada template DNA), dan extension (pemanjangan 
untai DNA). Selain 3 tahapan tersebut, proses PCR dilengkapi dengan 
predenaturation selama 1 menit, final extension selama 5 menit, dan hold. 
Adapun volume total campuran untuk PCR 25 𝜇l rinciannya disajikan pada 
tabel berikut:  
Tabel 3.1. Komposisi PCR mix (My Taq Red Mix Bioline) 
No Reaksi 
Konsentrasi 
Per-Reaksi 
Volume yang 
Ditambahkan (𝝁l) 
1. 
PCR kit My Taq 
Red Mix (Bioline) 
- 
12,5 
2. MgCl2 1 𝜇M 1 
3. Primer Forward 0,6 𝜇M 1,5 
4. Primer Reverse 0,6 𝜇M 1,5 
5. ddH2O - 5,5 
6. DNA template - 3 
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Tahapan, proses, waktu, suhu, dan jumlah siklus PCR disajikan pada tabel 
berikut: 
Tabel 3.2. Deskripsi prosedur pelaksanaan amplifikasi (Arisuryanty, 2016 dengan 
modifikasi) 
Tahapan Proses Suhu Waktu  
I (1 siklus) Pre-denaturasi 95°C 1 menit 
II (35 siklus) 
Denaturasi  95°C 15 detik 
Penempelan (annealing) 50°C 30 detik 
Pemanjangan (extension) 72°C 30 detik 
III (1 siklus) Final extension 72°C 5 menit 
Hold 4°C 4 menit 
Adapun primer yang digunakan adalah F2 dan R2 disajikan pada tabel 
berikut: 
Tabel 3.3. Primer yang digunakan pada amplifikasi ikan Gobi (Ward, et al., 2005) 
Primer Sekuen Nukleotida 
F2 (5’-TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC-3’) 
R2 (5’-ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA-3’) 
4. Elektroforesis  
Agar yang digunakan adalah gel agarosa 1%. Gel agarose dibuat dengan cara 
menimbang sebanyak 1 gr agarose bubuk dan dilarutkan dengan 100 ml 1×TBE (10 
ml 10×TBE dan 90 ml ddH2O). Kemudian dipanaskan di microwave sampai larutan 
tersebut berwarna bening, kemudian ditambahkan Florosafe DNA stain 5 μl dan 
dihomogenkan. Kemudian dituang ke dalam cetakan agar dan dibentuk sumur gel 
dengan menggunakan sisir gel. Gel didiamkan selama 15 menit hingga membeku dan 
sisir diambil dengan hati-hati. Gel kemudian ditempatkan pada alat/tangki 
elektroforesis yang berisi larutan TBE dengan posisi sumur berada pada kutub 
negatif. 
Marker dipipet sebanyak 2 𝜇l ke dalam sumuran sebagai standar ukuran hasil 
amplifikasi. Selanjutnya produk PCR sebanyak 2 𝜇l dipipet ke dalam sumuran pula. 
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Tangki elektroforesis ditutup dan elektroda dihubungkan ke power supply. Proses 
elektroforesis berlangsung selama 25 menit dengan tegangan 100 volt. Elektroforesis 
dimatikan dan gel dipindahkan ke UV iluminator dan diamati hasilnya di komputer. 
5. Sekuensing  
Produk PCR dimasukkan ke dalam 5 tube PCR baru dengan volume masing-
masing tube 40 𝜇l. Primer forward dan reverse dimasukkan ke dalam tube PCR 
terpisah dengan volume disesuaikan dengan volume sampel (5 𝜇l/sampel). Tube 
yang berisi produk PCR dan primer dikemas kemudian dikirim ke PT. Genetika 
Science Indonesia yang kemudian akan dikirim ke 1st BASE sequencing INT di 
Malaysia untuk proses sekuensing.  
 
I. Teknik Pengolahan dan Analisis Data 
Hasil sekuensing berupa file AB1 dianalisis menggunakan serangkaian 
software pengolah data sekuen. Dua macam file AB1 yang terdiri atas forward dan 
reverse masing-masing sampel dilakukan edit sekuen pada DNAStar. Sebelum 
dilakukan analisis lebih lanjut, masing-masing fasta sampel di analisis BLAST di 
NCBI (online) (Madden, 2013). Fasta sekuen selanjutnya diubah ekstensinya di 
Mesquite 3.31 (offline) dari .txt menjadi .fasta (Maddison dan Maddison, 2017). 
Kemudian, dilakukan Alignment menggunakan ClustalW pada software MEGA6 
(offline) dan data diekspor ke dalam format MEGA (Tamura, et al., 2013). Data 
tersebut selanjutnya dianalisis  di software DnaSP (offline) untuk mengetahui variasi 
genetiknya meliputi jumlah haplotype, variable/polymorphic site, haplotype 
diversity, dan nucleotide diversity (Librado dan Rozas, 2009). Khusus untuk 
polymorphic/variable sites data file dan haplotype dilakukan interpretasi data pada 
software NoteTab Light (offline) (NoteTab, 2017). Untuk mengonfirmasi data 
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variable/polymorphic site, dilakukan alignment menggunakan Clustal Omega pada 
European Bioinformatics Institute (EBI) (online) (EBI, 2018). 
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BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
A. Hasil Penelitian 
1. Profil hasil elektroforesis gen COI DNA mitokondria pada ikan Gobi  
Identifikasi ini dilakukan terhadap 3 ekor sampel ikan Gobi dengan target gen 
COI DNA mitokondria menggunakan primer F2 dan R2 (Ward, et al., 2005). Berikut 
hasil amplifikasi yang divisualisasi melalui gel elektroforesis: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4.1. Hasil amplifikasi sampel ikan Gobi G, H, dan I menggunakan primer F2 
dan R2. Keterangan gambar; M: marker, g: gobi 1, h: gobi 2, i: gobi 3. 
Berdasarkan hasil elektroforesis, diketahui panjang fragmen DNA dari 
sampel g, h, dan i berkisar antara 500 bp sampai 1000 bp. Merujuk pada primer yang 
digunakan yaitu F2 dan R2, ukuran fragmen DNA ketiga sampel tersebut 
diperkirakan sepanjang 655 bp (Ward, et al., 2005).  
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2. Sekuen gen COI DNA mitokondria sampel ikan Gobi 
a. Gobi g 
TGTTCGACTAAATCAAAAGATATCGGCACCCTATACCTTGTTTTCGGTGCCTGA
GCAGGAATAGTAGGGACTGCCCTCAGCCTACTCATCCGAGCTGAATTAAGTCAA
CCTGGAGCTCTTCTAGGGGACGACCAAATTTACAATGTAATTGTTACTGCACAT
GCCTTTGTAATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATCATGATTGGAGGCTTTGGG
AACTGACTTATTCCCCTAATGATCGGTGCCCCTGATATGGCCTTTCCTCGAATA
AATAACATAAGCTTTTGACTTCTCCCCCCTTCATTCCTTCTCCTCCTAGCATCT
TCTGGTGTTGAAGCAGGGGCCGGAACTGGCTGAACAGTATATCCTCCTCTGGCA
GGAAACCTTGCACATGCAGGAGCTTCTGTTGACTTAACTATTTTCTCCCTCCAC
CTGGCAGGTATTTCATCGATTCTTGGGGCAATTAATTTCATTACAACCATCCTA
AACATGAAACCCCCTGCAATTTCACAATATCAAACACCTCTATTTGTATGAGCT
GTTCTTATTACAGCAGTCCTCCTACTTCTCTCCCTCCCTGTCCTTGCAGCTGGC
ATTACAATGCTACTAACAGACCGAAACCTTAACACAACCTTCTTTGACCCATCA
GGAGGAGGTGACCCAATTCTCTACCAACATCTATTCTGATTCTTCGGTCCCCCT
GAAGTAA 
b. Gobi h 
TCGACTAATTCAAAAGATATCGGCACCCTATACCTTGTTTTCGGTGCCTGAGCA
GGAATAGTAGGGACTGCCCTCAGCCTACTCATCCGAGCTGAATTAAGTCAACCT
GGAGCTCTTCTAGGGGACGACCAAATTTACAATGTAATTGTTACCGCACATGCC
TTTGTAATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATCATGATTGGAGGCTTTGGGAAC
TGACTTATTCCCCTAATGATCGGTGCCCCTGATATGGCCTTTCCTCGAATAAAT
AACATAAGCTTTTGACTTCTCCCCCCTTCATTCCTTCTCCTCCTAGCATCTTCT
GGTGTTGAAGCAGGGGCCGGAACTGGCTGAACAGTATATCCTCCTCTGGCAGGA
AACCTTGCACATGCAGGAGCTTCTGTTGACTTAACTATTTTCTCCCTCCACCTG
GCAGGTATTTCATCAATTCTTGGGGCAATTAATTTCATTACAACCATCCTAAAC
ATGAAACCCCCTGCAATTTCACAATATCAAACACCTCTATTTGTATGAGCTGTT
CTTATTACAGCAGTCCTCCTACTTCTCTCTCTCCCTGTCCTTGCAGCTGGCATT
ACAATGCTACTAACAGACCGAAACCTTAACACAACCTTCTTTGACCCATCAGGA
GGAGGTGACCCAATTCTCTACCAACATCTATTCTGATTCTTCGGTACCCCTGAA
ATTAA 
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Sekuen gen COI DNA mitokondria tersebut selanjutnya dianalisis pada 
program Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) di NCBI. Berikut hasil 
analisis BLAST kedua sekuen sampel: 
Tabel 4.1 Hasil analisis BLAST sampel ikan Gobi g dan h 
Kode 
sampel 
Spesies 
Max 
score 
Total 
score 
Query 
cover 
E 
value 
Ident Accession 
Gobi g 
Sicyopterus 
pugnans 
1240 1240 97% 0.0 99% KJ202204 
Gobi h 
Sicyopterus 
pugnans 
1229 1229 95% 0.0 99% KJ202204 
3. Variasi genetik 
Berikut data variasi genetik sampel ikan Gobi g dan h yang dikonfirmasi 
sebagai spesies Sicyopterus pugnans: 
Tabel 4.2. Data variasi genetik sampel ikan Gobi g dan h 
Species 
Number 
of sites 
N Hn 
Variable 
sites 
Hd 𝜋 
Sicyopterus 
pugnans 
706 bp 2 2 7 1,000±0,500 
0,00992±0,
00496 
Keterangan:  
N = jumlah sekuen sampel (number of sequence) 
Hn = jumlah haplotype (number of haplotype) 
Hd = keragaman haplotype (haplotype diversity) 
𝜋 = keragaman nukleotida (nucleotide diversity) 
Menurut Akbar (2014), keragaman haplotype (Hd) dapat diukur dengan 
mengacu pada indikator berikut: 
Tabel 4.3. Indikator kategori keragaman haplotype (Hd) 
Nilai Hd Kategori Sumber 
0,1 – 0,4 Rendah 
Nei, 1987 0,5 – 0,7 Sedang 
0,8 – 1,00 Tinggi 
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B. Pembahasan  
Penelitian ini dilakukan melalui serangkaian proses yang meliputi ekstraksi, 
amplifikasi, elektroforesis, sekuensing, dan analisis data. 
Ekstraksi merupakan proses perusakan sel untuk mengeluarkan DNA murni 
sampel (Utami, dkk., 2013). Ekstraksi dilakukan pada fillet daging ikan Gobi yang 
terletak di bawah sirip pektoralis sebelah kanan. Pemilihan lokasi fillet ini didasarkan 
pada kebutuhan dokumentasi spesimen dalam bentuk foto pada sebelah kiri tubuh 
ikan dengan posisi lateral (Weigt, et al., 2012). 
 Ekstraksi ikan Gobi menggunakan Dneasy Blood and Tissue Kit (Qiagen) 
yang merupakan rekomendasi kit ekstraksi untuk prosedur DNA Barcoding dan 
identifikasi molekular hewan (Knebelsberger dan Stoger, 2012). Ekstraksi terdiri atas 
tahap lyse, bind, wash, dan elute. Pada tahap lyse, sampel ditambahkan buffer ATL, 
digunting hingga cairan keruh, ditambahkan Proteinase-K dan diinkubasi 12 jam 
pada suhu 50°C. Buffer ATL berperan sebagai buffer lysis yang berfungsi melisiskan 
sel secara kimiawi. Adapun pengguntingan sampel dilakukan untuk membantu 
proses pelisisan atau pemecahan sel. Sedangkan Proteinase-K berfungsi untuk 
merusak protein sel sehingga memudahkan proses ekstraksi DNA. 
Tahap bind, sampel ditambahkan buffer AL dan ethanol absolut. Buffer AL 
berfungsi untuk memisahkan DNA dari komponen sel lainnya, sedangkan ethanol 
absolut berfungsi pada presipitasi DNA sampel. Mulyani dkk. (2011) menyebutkan 
bahwa ethanol efektif mengendapkan DNA, karena asam nukleat DNA sukar larut 
dalam ethanol sedangkan pengotor berupa komponen sel lainnya mudah larut.  Pada 
tahap wash, DNA sampel dibersihkan dari kotoran sisa pelisisan sel menggunakan 
buffer AW-1 dan buffer AW-2. Selanjutnya tahap elution merupakan tahap purifikasi 
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DNA sebelum akhirnya berlanjut ke tahap berikutnya. Pada tahap ini, sampel 
ditambahkan buffer AE dan disimpan di freezer pada suhu -4°C. 
Pada proses ekstraksi, sentrifugasi dilakukan sebanyak 6 kali yang terdiri atas 
2 kali pulse, 3 kali dengan kecepatan 8000 rpm selama 1 menit dan 1 kali dengan 
kecepatan 13.000 rpm selama 3 menit. Prinsip kerja sentrifugasi yaitu menyortir 
substansi berdasarkan berat jenis. Sentrifugasi yang dilakukan berulang ini bertujuan 
untuk memperoleh DNA murni yang bebas dari protein, RNA, dan kotoran sel 
lainnya akibat pelisisan sel (Utami, dkk., 2013). 
DNA yang diperoleh melalui proses ekstraksi selanjutnya diamplifikasi 
menggunakan Polymerase Chain Reaction (PCR) sebanyak 35 siklus. Komponen 
penting yang digunakan pada proses PCR yaitu PCR kit MyTaq Red Mix (Bioline), 
MgCl2 yang berperan sebagai kofaktor bagi DNA polimerase dalam meningkatkan 
spesifitas penempelan primer terhadap DNA template (Handoyo dan Rudiretna, 
2001), primer forward dan reverse yang berfungsi mengawali proses polimerisasi, 
DNA template yang berfungsi sebagai DNA cetakan bagi untai komplementer yang 
akan dibentuk, dan ddH2O. 
Metode yang digunakan dalam penelitian ini tidak jauh berbeda dari metode 
identifikasi molekuler lainnya. Akan tetapi target DNA-nya lebih spesifik yaitu DNA 
mitokondria. Penggunaan DNA mitokondria sebagai penanda molekuler dalam 
identifikasi didasarkan pada beberapa keunggulan yang dimiliki yaitu pewarisan 
dalam bentuk haploid (Hebert, et al., 2003) dan maternal (Kamarudin, et al., 2011), 
tingkat mutasi tinggi (Hubert, et al., 2008) tetapi dalam bentuk silent mutation 
(Rahayuwati, 2009), memiliki sedikit intron (Hebert, et al., 2003), serta telah 
digunakan secara luas pada studi genetika populasi dan identifikasi spesies (Wibowo, 
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dkk., 2013). Identifikasi ini dilakukan dengan menggunakan primer F2 dan R2 
(Ward, et al., 2005). 
Identifikasi molekuler menggunakan DNA mitokondria telah digunakan 
secara luas. Ardura et al. (2010) menggunakan gen 12S rRNA dan gen COI DNA 
mitokondria untuk mengidentifikasi 29 spesies ikan komersial Amazon. Lakra et al. 
(2011) melakukan identifikasi terhadap 115 spesies dari 37 famili yang berasal dari 
Pantai timur dan barat India melalui gen COI mitokondria menggunakan primer F1 
dan R1 (Ward, et al., 2005) dan merepresentasikan 79 genus, 37 famili dan 7 ordo 
dari 115 spesies tersebut. Selanjutnya, Knebelsberger et al. (2014) menggunakan 
primer F1 dan R1 (Ward, et al., 2005) untuk membuat pustaka DNA barcode 
berdasarkan gen COI mitokondria terhadap 93 spesies ikan Atlantik Utara yang 
berasal dari Laut Utara.  
Untuk menguji keberhasilan amplifikasi, dilakukan elektroforesis 
menggunakan 1% gel agarose dengan 100 volt. Setelah 25 menit, running 
elektroforesis dihentikan. Gel selanjutnya divisualisasi dan didokumentasikan pada 
UV iluminator yang dilengkapi kamera dan sinar UV. 
Komponen penting yang digunakan dalam proses elektroforesis yaitu gel 
agarose yang berfungsi sebagai media running elektroforesis fragmen DNA sampel, 
akuades berfungsi sebagai pelarut gel agarose, Florosafe DNA Stain berperan 
membantu visualisasi fragmen DNA dengan cara menyisip ke dalam DNA (Yuwono, 
2005). Buffer TBE terdiri atas tris borat dan EDTA, tris borat berfungsi menjaga 
kesetimbangan ion H+ dan OH- yang dihasilkan oleh elektroda dan kesetimbangan 
pH, sedangkan EDTA berfungsi untuk menonaktifkan  aktivitas enzim DNase yang 
dapat mendegradasi fragmen DNA (Atmaja, 2014). 
45 
 
Berdasarkan visualisasi gel pada UV iluminator, fragmen DNA ketiga sampel 
ikan Gobi terletak di antara 500 bp dan 1000 bp. Menurut (Ward, et al., 2005), 
primer F2 dan R2 dapat mengamplifikasi gen COI mitokondria 655 bp. Olehnya, 
hasil elektroforesis ikan Gobi sampel g, h dan i diperkirakan sepanjang 655 bp. 
Setelah diketahui visualisasi sampel melalui elektroforesis, sampel hasil 
ekstraksi yang masih tersisa diamplifikasi kembali. Selanjutnya produk PCR dan 
primer (forward dan reverse) dikemas terpisah, kemudian dikirim ke PT. Genetika 
Science Indonesia dan diteruskan ke 1st BASE Sequencing INT di Malaysia untuk 
proses sequencing.  
Hasil sequencing ketiga sampel ikan Gobi g, h dan i yaitu sekuen sampel g 
709, sekuen sampel h 707, dan sekuen sampel i hanya muncul sekuen forward pada 
analisis contig tanpa adanya sekuen reverse sehingga dinyatakan tidak berhasil di 
sequencing.  
Selanjutnya, susunan basa nukleotida yang merupakan hasil dari proses 
sequencing dianalisis penyejajaran pada Basic Local Alignment Search Tools 
(BLAST) di NCBI dengan tujuan membandingkan sekuen DNA yang diperoleh 
dengan sekuen DNA yang telah terdaftar pada Gene Bank. 
Hasil analisis BLAST menunjukkan Sicyopterus pugnans BTN18 cytochrome 
oxidase subunit 1 (COI) gene, partial cds;mitochondrial dengan accession number 
KJ202204 memiliki skor 1240 terhadap sampel g dan skor 1229 terhadap sampel h. 
Kedua skor tersebut merupakan skor tertinggi hasil analisis BLAST masing-masing 
sampel. Max score dan total score menunjukkan ukuran tingkat kesamaan sekuen 
sampel dengan database (Nugraha, dkk., 2014). Max score merupakan skor 
alignment tertinggi tiap segmen yang sejajar antara sekuen sampel dan sekuen 
database. Sedangkan total score merupakan jumlah skor alignment dari semua 
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segmen yang sejajar antara sekuen sampel dan sekuen database (NCBI, 2018). 
Semakin tinggi skor yang diperoleh, maka tingkat kemiripan antara sekuen sampel 
dan sekuen database semakin tinggi. Skor <50 dinyatakan tidak memiliki kemiripan 
sama sekali (Claverie dan Notredame, 2003). Selain itu, kemiripan antara sekuen 
sampel dan sekuen database juga dicirikan dengan kesamaan nilai max score dan 
total score (Narita, dkk., 2012). Sekuen hasil BLAST menunjukkan keterangan 
partial cds (coding sequence) karena gen target pada penelitian ini hanya gen COI 
DNA mitokondria yang sesuai pula dengan gen COI DNA mitokondria pada sekuen 
Gene Bank, bukan genom komplit DNA mitokondria. 
Nilai query cover sampel g sebesar 97% dan sampel h 95%. Persentase 
tersebut menunjukkan kesesuaian panjang sekuen sampel dengan database spesies 
pada Gene Bank. Semakin tinggi nilai persentase query cover maka semakin tinggi 
pula tingkat homologinya (Nugraha, dkk., 2014). Adapun nilai E-value (expectation 
value) masing-masing sampel g dan h yaitu 0.0. Nilai tersebut menunjukkan spesies 
yang ada pada database homolog dengan sekuen sampel, karena semakin rendah nilai 
E-value maka semakin tinggi tingkat homologinya (Claverie dan Notredame, 2003). 
Terakhir, nilai percentage of identity masing-masing sampel g dan h adalah 99%. 
Tingginya nilai persentase tersebut mengindikasikan identiknya sekuen sampel 
dengan sekuen spesies pada database (Claverie dan Notredame, 2003). 
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Adapun klasifikasi dari Sicyopterus pugnans yaitu sebagai berikut: 
Kingdom : Animalia 
Phylum : Chordata 
Class  : Osteichthyes 
Order  : Perciformes  
Sub ordo : Gobioidei 
Family  : Gobiidae 
Sub family : Sicydiinae 
Genus  : Sicyopterus 
Species : Sicyopterus pugnans (Ogilvie-Grant, 1884) 
Hasil analisis polimorfisme kedua sekuen DNA mitokondria sampel 
menunjukkan jumlah haplotype 2, nilai keragaman nukleotida (𝜋) 0,00992, dan nilai 
keragaman haplotype (Hd) 1,000. Nilai Hd berada pada kisaran 0,8-1,00 dengan 
kategori tinggi. Haplotype sendiri merupakan kombinasi alel-alel yang diwariskan 
bersamaan sebagai suatu kelompok (Junitha dan Sudirga, 2007). Menurut Akbar 
(2014), tingginya nilai keragaman haplotype menunjukkan tingginya keragaman 
genetik. Hal ini dipengaruhi oleh populasi yang besar yang memungkinkan 
perkawinan antar individu (interbreeding) dan migrasi yang memungkinkan 
terjadinya aliran gen (gene flow). Terlebih lagi jika spesies terkait memiliki 
kemampuan migrasi yang tinggi dengan ukuran populasi yang besar. 
Kedua sekuen sampel memiliki jumlah variable/polymorphic site sejumlah 7 
bp yang terletak pada urutan basa nukleotida ke 9, 153, 447, 570, 694, 703, dan 705 
(lampiran 7). Jumlah polymorphic site ini selanjutnya dikonfirmasi ulang dengan 
melakukan alignment pada Clustal Omega di EBI dengan jumlah yang sama, yaitu 7 
bp. Tingginya jumlah polymorphic site yang muncul pada kedua sekuen 
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mengindikasikan tingkat keragaman genetik yang tinggi pula dan stabilnya suatu 
populasi. Seperti yang disebutkan oleh Leary et al. (1985) dalam Akbar (2014) 
bahwa keragaman genetik suatu populasi menentukan tingkat bertahan hidup, 
pertumbuhan, dan adaptasi.   
Polimorfisme disebabkan oleh adanya mutasi dan rekombinasi seksual 
(Campbell, dkk., 2003). Mutasi yang seringkali terjadi adalah mutasi titik atau single 
nucleotide polymorphism (SNP). Mutasi titik ini mempengaruhi perubahan satu basa 
N pada urutan genom sehingga menyebabkan variasi dalam urutan DNA. Perubahan 
basa N tersebut mempengaruhi perubahan urutan asam amino pada protein dan dapat 
berdampak pada fenotip yang diekspresikan (Lusiastuti, dkk., 2015). Akan tetapi, 
mutasi yang terjadi pada fragmen gen COI seringkali berupa silent mutation 
(perubahan basa N pada gen yang tidak merubah fungsinya) (Rahayuwati, 2009). 
Silent mutation biasanya terjadi karena adanya substitusi basa N, baik transisi 
ataupun transversi. 
Adapun rekombinasi seksual erat kaitannya dengan hukum pemilihan bebas 
Mendel, yang menyatakan bahwa setiap pasangan alel bersegregasi secara bebas 
terhadap pasangan alel-alel lain selama pembentukan gamet (Campbell, dkk., 2010). 
Pada reproduksi seksual, alel akan terbagi secara acak melalui pindah silang 
(crossing over) selama meiosis dan menentukan genotip individu baru. Sehingga 
zigot memiliki komposisi alel unik yang dihasilkan melalui fertilisasi acak sperma 
terhadap ovum (Campbell, dkk., 2003). 
Sicyopterus merupakan genus paling beragam dalam subfamily Sicydiinae 
dengan tipe hidup amphidromous yang terdiri dari sekitar 25 -30 spesies (Watson, et 
al., 2000 dalam Keith, et al., 2005). Genus ini tersebar di area Indo-Pasifik dari 
Madagaskar dan Comoros hingga French Polynesia (Keith, et al., 2005). S. pugnans 
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diketahui memiliki area persebaran yang terbatas dan endemik di beberapa kelompok 
kepulauan yang terletak di kawasan garis Khatulistiwa (Keith, et al., 2002 dalam 
Keith, et al., 2005). 
S. pugnans memiliki tipe hidup amphidromous dimana reproduksi 
berlangsung di sungai, perkembangan embrio berlangsung di air tawar, larva yang 
baru menetas menuju ke laut dan berkembang menjadi post-larvae. Selanjutnya, 
juvenil post-larvae berkelompok dan migrasi ke hulu sungai. S. pugnans dewasa 
menyukai habitat perairan dengan arus yang sedang hingga tinggi, kedalaman 
rendah, dan substrat batu serta kerikil. S. pugnans melekat pada substrat batuan dan 
kerikil menggunakan sirip penghisap pada bagian ventral tubuh. S. pugnans bertahan 
hidup dengan memakan diatom yang melekat pada permukaan batuan (Keith, dkk., 
2015). 
Selain ditemukan di Sungai Karama Kabupaten Mamuju, S. pugnans juga 
ditemukan di French Polynesia (Taillebois, et al., 2014) dan perairan Pulau Verde 
Filipina (Thomas Jr., et al., 2013). Berdasarkan lokasi temuannya, diperkirakan 
daerah persebaran S. pugnans berada pada perairan Pasifik hingga area Indo-Malay 
Philippines Archipelago (IMPA). 
Berdasarkan hasil penelitian ini, temuan S. pugnans di Sungai Karama 
Kabupaten Mamuju perlu menjadi perhatian khusus mengingat persebaran S. 
pugnans yang terbatas. Hal ini berpotensi membuat S. pugnans menjadi spesies 
endemik Kabupaten Mamuju Sulawesi Barat, terlebih lagi spesies ini belum pernah 
ditemukan di daerah lain di Indonesia.  
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BAB V 
PENUTUP 
 
A. Kesimpulan 
Adapun kesimpulan dari penelitian ini yaitu dari 3 sampel ikan Gobi g, h dan 
i, 2 sampel diantaranya (Gobi g dan Gobi h) teridentifikasi sebagai spesies 
Sicyopterus pugnans dengan jumlah haplotype 2,  polymorphic site 7 bp, haplotype 
diversity 1,000, dan nucleotide diversity 0,00992. Dari hasil tersebut dapat diketahui 
bahwa Sicyopterus pugnans yang ditemukan di Sungai Karama Kabupaten Mamuju 
Sulawesi Barat memiliki keragaman genetik yang tinggi.  
 
B. Implikasi Penelitian (Saran) 
Adapun saran terkait penemuan spesies S. pugnans, Pemerintah Daerah 
Kabupaten Mamuju diharapkan dapat membuat regulasi terhadap penangkapan ikan, 
sebab S. pugnans merupakan salah satu spesies endemik Indo-Malay-Philippines 
Archipelago dalam subfamily Sicydiinae. Selanjutnya saran untuk penelitian 
selanjutnya adalah penggunaan sampel yang lebih beragam untuk proses identifikasi 
dan analisis yang dilakukan menyeluruh sehingga data yang dihasilkan akurat, 
representatif dan informatif.  
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Lampiran 1. Alat 
Nama Gambar 
Pinset 
 
 
 
Pisau bedah (scalpel) 
 
 
 
Gunting  
 
 
 
Bunsen  
 
 
 
 
 
Tube 1,5 ml 
 
 
 
Collection tube 
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Tube PCR 
 
 
 
Rak tube 
 
 
 
 
 
Mikropipet 
 
 
 
 
 
Tip 
 
 
 
 
 
 
Spidol marker 
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Spin down e-centrifuge Wealtec 
 
 
 
 
 
Profuge Gk-Centrifuge 
 
 
 
 
 
Thermal Cycler BioRad T100 
 
 
 
 
 
 
 
Microwave LG - 
Vortex  
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Labu erlenmeyer 
 
 
 
 
Gelas beaker 
 
 
 
 
Gelas ukur 
 
 
 
 
 
Alat elektroforesis 
 
 
 
 
 
 
 
UV iluminator 
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Komputer  
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Lampiran 2. Bagan alir prosedur kerja 
 
 
 
 
 
 
 
Sampling
Preparasi 
sampel
Identifikasi 
molekuler
Sekuensing
Analisis 
data
 
• Pengambilan sampel di Sungai Karama 
Kabupaten Mamuju Sulawesi Barat 
 
 
• Persiapan sampel untuk diidentifikasi 
 
• Isolasi DNA 
• Amplifikasi 
• Elektroforesis 
 
 
• Sekuensing 
 
• DNAstar 
• Mesquite  
• MEGA6 
• DNAsp 
• NoteTab Light 
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Lampiran 3. Dokumentasi kerja  
1. Preparasi sampel 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
  
2. Isolasi DNA 
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3. Amplifikasi  
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4. Elektroforesis 
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5. Visualisasi fragmen DNA dengan UV iluminator 
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Lampiran 4. Hasil BLAST sampel ikan Gobi g 
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Lampiran 5. Hasil BLAST sampel ikan Gobi h 
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Lampiran 6. Hasil analisis keragaman genetik ikan Gobi Sicyopterus pugnans 
ANALYSIS>POLYMORPHIC SITE 
 Input Data File: D:\...\COI-Goby-ghMEGA.meg 
 Number of sequences: 2    Number of sequences used: 2 
 Selected region: 1-706   Number of sites: 706 
 Total number of sites (excluding sites with gaps / missing data): 706 
   Sites with alignment gaps or missing data: 0 
   Invariable (monomorphic) sites: 699 
   Variable (polymorphic) sites: 7   (Total number of mutations: 7) 
      Singleton variable sites: 7 
      Parsimony informative sites: 0 
      Singleton variable sites (two variants): 7 
         Site positions:  9 153 447 570 694 703 705 
      Parsimony informative sites (two variants): 0 
      Variable sites (three variants): 0 
      Variable sites (four variants): 0 
 Protein Coding Region assignation:  No 
 
OVERVIEW>POLYMORPHISM DATA 
Input Data File: D:\...\COI-Goby-ghMEGA.meg 
 Number of sequences: 2    Number of sequences used: 2 
 Selected region: 1-706   Number of sites: 706 
 Total number of sites (excluding sites with gaps / missing data): 706 
 Number of variable sites, S: 7 
 Total number of mutations, Eta: 7 
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 ===================== G+C content =====================  
 G+C content, G+C: 0,441    (706,00 sites) 
 ============ Haplotype/Nucleotide Diversity ============  
 Number of Haplotypes, h: 2 
 Haplotype (gene) diversity, Hd: 1,000 
    Variance of Haplotype diversity: 0,25000 
       Standard Deviation of Haplotype diversity: 0,500 
 Nucleotide diversity (per site), Pi: 0,00992 
    Sampling variance of Pi: 0,0000246 
       Standard deviation of Pi: 0,00496 
 Average number of nucleotide differences, k: 7,00000 
 Theta (per sequence) from S, Theta-W: 7,00000 
 Theta (per site) from S, Theta-W: 0,00992 
 ================== Neutrality Tests ==================  
 Four or more sequences are need to compute Tajima's and Fu and Li's statistics 
 Fu's Fs statistic: 1,946 
 Strobeck's S statistic: 1,000 
    (Probability that NHap <= 2) 
 Probability that [NHap = 2]: 0,875 
 
GENERATE>POLYMORPHIC/VARIABLE SITES DATA FILE 
 Input Data File: D:\...\COI-Goby-ghMEGA.meg 
 Number of sequences: 2    Number of sequences used: 2 
 Selected region: 1-706   Number of sites: 706 
 Total number of sites (excluding sites with gaps / missing data): 706 
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 Number of polymorphic (segregating) sites in table: 7 
    Substitutions considered: All Substitutions 
 Sites with alignment gaps were included 
 
GENERATE>HAPLOTYPE/DNA SEQUENCES DATA FILE 
Input Data File: D:\...\COI-Goby-ghMEGA.meg 
Number of sequences: 2    Number of sequences used: 2 
Selected region: 1-706   Number of sites: 706 
Total number of sites (excluding sites with gaps / missing data): 706 
Sites with alignment gaps:  considered 
Number of variable sites: 7 
 =========== Haplotype Distribution =========== 
Number of haplotypes, h: 2 
Haplotype diversity, Hd: 1,0000 
    Hap_1: 1  [1] 
    Hap_2: 1  [2] 
    Hap_1: 1  [COI-Goby3-sampel_G] 
    Hap_2: 1  [COI-Goby4-sampel_H] 
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Lampiran 7. Hasil Multiple Sequence Alignment (MSA) pada Clustal Omega by EBI 
 
COI-Goby3-sampel_G      TGTTCGACTAAATCAAAAGATATCGGCACCCTATACCTTGTTTTCGGTGCCTGAGCAGGA 
COI-Goby4-sampel_H      ---TCGACTAATTCAAAAGATATCGGCACCCTATACCTTGTTTTCGGTGCCTGAGCAGGA 
                           ******** ************************************************ 
 
COI-Goby3-sampel_G      ATAGTAGGGACTGCCCTCAGCCTACTCATCCGAGCTGAATTAAGTCAACCTGGAGCTCTT 
COI-Goby4-sampel_H      ATAGTAGGGACTGCCCTCAGCCTACTCATCCGAGCTGAATTAAGTCAACCTGGAGCTCTT 
                        ************************************************************ 
 
COI-Goby3-sampel_G      CTAGGGGACGACCAAATTTACAATGTAATTGTTACTGCACATGCCTTTGTAATAATTTTC 
COI-Goby4-sampel_H      CTAGGGGACGACCAAATTTACAATGTAATTGTTACCGCACATGCCTTTGTAATAATTTTC 
                        *********************************** ************************ 
 
COI-Goby3-sampel_G      TTTATAGTAATACCAATCATGATTGGAGGCTTTGGGAACTGACTTATTCCCCTAATGATC 
COI-Goby4-sampel_H      TTTATAGTAATACCAATCATGATTGGAGGCTTTGGGAACTGACTTATTCCCCTAATGATC 
                        ************************************************************ 
 
COI-Goby3-sampel_G      GGTGCCCCTGATATGGCCTTTCCTCGAATAAATAACATAAGCTTTTGACTTCTCCCCCCT 
COI-Goby4-sampel_H      GGTGCCCCTGATATGGCCTTTCCTCGAATAAATAACATAAGCTTTTGACTTCTCCCCCCT 
                        ************************************************************ 
 
COI-Goby3-sampel_G      TCATTCCTTCTCCTCCTAGCATCTTCTGGTGTTGAAGCAGGGGCCGGAACTGGCTGAACA 
COI-Goby4-sampel_H      TCATTCCTTCTCCTCCTAGCATCTTCTGGTGTTGAAGCAGGGGCCGGAACTGGCTGAACA 
                        ************************************************************ 
 
COI-Goby3-sampel_G      GTATATCCTCCTCTGGCAGGAAACCTTGCACATGCAGGAGCTTCTGTTGACTTAACTATT 
COI-Goby4-sampel_H      GTATATCCTCCTCTGGCAGGAAACCTTGCACATGCAGGAGCTTCTGTTGACTTAACTATT 
                        ************************************************************ 
 
COI-Goby3-sampel_G      TTCTCCCTCCACCTGGCAGGTATTTCATCGATTCTTGGGGCAATTAATTTCATTACAACC 
COI-Goby4-sampel_H      TTCTCCCTCCACCTGGCAGGTATTTCATCAATTCTTGGGGCAATTAATTTCATTACAACC 
                        ***************************** ****************************** 
 
COI-Goby3-sampel_G      ATCCTAAACATGAAACCCCCTGCAATTTCACAATATCAAACACCTCTATTTGTATGAGCT 
COI-Goby4-sampel_H      ATCCTAAACATGAAACCCCCTGCAATTTCACAATATCAAACACCTCTATTTGTATGAGCT 
                        ************************************************************ 
 
COI-Goby3-sampel_G      GTTCTTATTACAGCAGTCCTCCTACTTCTCTCCCTCCCTGTCCTTGCAGCTGGCATTACA 
COI-Goby4-sampel_H      GTTCTTATTACAGCAGTCCTCCTACTTCTCTCTCTCCCTGTCCTTGCAGCTGGCATTACA 
                        ******************************** *************************** 
 
COI-Goby3-sampel_G      ATGCTACTAACAGACCGAAACCTTAACACAACCTTCTTTGACCCATCAGGAGGAGGTGAC 
COI-Goby4-sampel_H      ATGCTACTAACAGACCGAAACCTTAACACAACCTTCTTTGACCCATCAGGAGGAGGTGAC 
                        ************************************************************ 
 
COI-Goby3-sampel_G      CCAATTCTCTACCAACATCTATTCTGATTCTTCGGTCCCCCTGAAGTAA- 
COI-Goby4-sampel_H      CCAATTCTCTACCAACATCTATTCTGATTCTTCGGTACCCCTGAAATTAA 
                        ************************************ ******** * * 
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